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RESUMEN

Astaxantina es un pigmento carotenoide de interés ya que presenta una alta actividad
antioxidante que permite la eliminacion de radicales libres, causantes del envejecimiento e
incrementan la posibilidad de cancer y enfermedades degenerativas, dicha actividad es
superior a la actividad de otros antioxidantes. La metodologia utilizada en esta investigacion
incluye la seleccion de cepas de Haematococcus sp. utilizando; centrifugacion, medio
restringido y diluciones seriadas, también incluye la optimizacion de la carotenogénesis, en
otras palabras “estresar” la cepa para desencadenar la produccion de astaxantina, para esto se
evaluaron los 8 factores inductores mas usados y se determinaron que las condiciones
Optimas son: ausencia de nitrégeno, aumentar 5 g/L de cloruro de sodio al medio, disminuir
los compuestos de fosforo de 25 g a 5 g/L, aumentar el tiempo de luz a 18 horas al dia'y una

temperatura constante de 37 °C.

Ademas, se determing la extraccion con etanol al 96% es superior en diluir los pigmentos de
la cepa obteniendo un promedio de cuantificacion de 12.818 mg/L de carotenoides totales, se
delimito que los factores acompafiantes para una extraccion ideal son elevar la temperatura a

35 °C por un tiempo de 35 minutos.

Finalmente se logré la purificacion del metabolito, haciendo uso de una cromatografia
preparativa con una fase movil de acetona y hexano a una concentracion de 1:3 y 0.36
respectivamente, el raspado de placa y extraccion con etanol dejo un recolectado de 0.44 g
de astaxantina pura, asi mismo se realiz6 la evaluacion de la astaxantina obtenida, con un
barrido espectral de UV- visible que dio un pico en la regién de 476 nm region especifica de
astaxantina y una resonancia magnética nuclear cuya corrida tuvo el desplazamiento quimico

de 0 a 8 ppm y sefales caracteristicas de la astaxantina.

Palabras clave: Astaxantina, Haematococcus sp, extraccion, purificacién de metabolito.
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ABSTRACT

Astaxanthin is a carotenoid pigment of interest due to its high antioxidant activity, which
allows for the elimination of free radicals, known to contribute to aging and increase the risk
of cancer and degenerative diseases. This activity is superior to that of other antioxidants.
The methodology used in this research includes the selection of Haematococcus sp. using,
centrifugation, restricted media, and serial dilution methods. It also includes the optimization
of carotene genesis, in other words, "stressing™ the strain to trigger astaxanthin production.
The eight most used inducing factors were evaluated, and the optimal conditions were
determined to be: absence of nitrogen, increasing the sodium chloride concentration in the
media by 5 g/L, decreasing the phosphorus compounds from 25 g to 5 g/L, increasing the
light exposure to 18 hours per day, and maintaining a constant temperature of 37 °C.

Furthermore, it was determined that extraction with 96% ethanol is superior in diluting the
pigments of the strain, resulting in an average quantification of 12.818 mg/L of total
carotenoids. It was delimited that the accompanying factors for an ideal extraction include
raising the temperature to 35 °C for a duration of 35 minutes.

Finally, the purification of the metabolite was achieved using preparative chromatography
with a mobile phase of acetone and hexane at a concentration of 1:3 and 0.36, respectively.
Plate scraping and ethanol extraction yielded a collected amount of 0.44 g of pure
astaxanthin. The obtained astaxanthin was also evaluated using UV-visible spectral scanning,
which showed a peak in the specific region of 476 nm for astaxanthin, and nuclear magnetic
resonance spectroscopy, which exhibited chemical shifts ranging from 0 to 8ppm and
characteristic signals of astaxanthin.

Key words: Astaxanthin, Haematococcus sp, extraction, metabolite purification.
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INTRODUCCION

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos, que se pueden encontrar en diversos
entornos acuosos, muestras de suelo e incluso hielo (1). A pesar de las similitudes en los
mecanismos fotosintéticos con las plantas terrestres, las microalgas convierten la energia
solar en biomasa de manera més eficiente que las plantas terrestres debido a su estructura

celular més simple y acceso més facil a los nutrientes basicos en ambientes acuaticos (1).

El gran interés en las microalgas estd relacionado en su uso para la produccion de
biocombustibles, nutracedticos, colorantes, biopolimeros, ademés de ser responsables de
sintetizar una amplia gama de sustancias de alto valor comercial que se pueden utilizar en

productos farmacéuticos, cosméticos y alimenticios (2).

Una de estas sustancias es la astaxantina, un carotenoide con capacidad antioxidante, 1000
veces mayor al de la vitamina E, 200 veces al de los polifenoles del té verde, 100 veces al de
a-tocoferol, 65 veces al de la vitamina C y es generalmente 10 veces mayor que otros
carotenoides, como B-caroteno y luteina, es el antioxidante mas poderoso encontrado en la

naturaleza hasta la fecha (3)

La astaxantina tiene propiedades favorables, como antioxidante, antitumoral,
antienvejecimiento, antiinflamatoria, antihipertensiva, anticancerigena nutracéutica y
fotoprotectora, lo que permite ampliar su uso en diversas industrias (2,4). Se ha reportado
que el mercado para astaxantina es de hasta 447 millones de dolares, con un precio en el
mercado de 2,000 - 7,000 $/kg (4). Sin embargo, gran parte de la astaxantina se produce por
medio de sintesis quimica lo que es un punto de preocupaciéon de seguridad para los
consumidores debido a la toxicidad inherente de la materia prima, aumentando asi la
demanda de astaxantina obtenida de fuentes bioldgicas como levaduras, crustaceos, peces y
microalgas (4,5).
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De las fuentes antes mencionadas las microalgas, son las mas utilizadas, especialmente el
género Haematococcus que puede acumular entre 3,8 a 5,0% de su peso seco dependiendo
de las condiciones de cultivo y del disefio del fotobiorreactor, que es la mayor concentracion

en comparacion a el resto de las fuentes naturales (5).

En la actualidad, una biosintesis a gran escala de astaxantina a partir de H. pluvialis sigue
teniendo desafios, como; inducir la cepa a producir astaxantina, llevar el cultivo a etapa movil
verde y evitar muerte celular en la etapa inmovil roja (3). Para el paso de una fase a otra se
debe inducir la produccion de carotenoides en otras palabras “estresar” la cepa H. pluvialis,
una vez hecho esto, las células vegetativas verdes se transformaran en células rojas inmoviles
que llevan dentro la astaxantina, no obstante, llevar la cepa de una fase a otra trae dificultades
consigo (6). Diversos factores y métodos de induccion a estrés para la obtencion y extraccion
de astaxantina de H. pluvialis, han sido reportados, sin embargo, en investigaciones se ve
comparaciones entre dos o tres metodologias, sin embargo, hasta la fecha no se ha realizado
una comparacion de la vasta cantidad de métodos para hallar de todos, el mas eficiente (6,7).

Este trabajo, pretende evaluar los procesos y métodos mas eficientes para la produccion de
este carotenoide. Analizar las estrategias de cosecha y extraccion para la mejora de procesos,
utilizando métodos amigables con el medio ambiente y obtener de forma Optima y poco
costosa astaxantina de Haematococcus sp.. Asi mismo, esta investigacion puede ser usada
como base para la produccion local, con el fin de obtener mejores y més baratos productos
de astaxantina para su uso 0 consumo, que a su vez mejoraria las condiciones de vida de la
poblacion en general, aminorando la cantidad de casos de enfermedades provocadas por

estrés oxidativo, enfermedades degenerativas, malnutricién y cancer.

Los resultados de esta investigacion incrementaran el conocimiento que tenemos para la
obtencion de este principio activo de gran interés econémico, ya que la mayoria de las
publicaciones se centran en las diferentes formas de optimizar tecnologias y procesos para la
a escala piloto de laboratorio sin evaluar las técnicas eficientes para su escalamiento a
industria, este es el conocimiento vacio que este trabajo pretende llenar.
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OBJETIVOS

Objetivo General

= Desarrollar del Down stream Optimo para la cosecha de biomasa, extraccion y
purificacién de astaxantina, obtenida de cepas Haematococcus sp. con un solvente

eco amigable para su uso en la industria médica, nutracéutica dermo y bio-cosmeética.

Objetivo Especificos

®  Cultivar Haematococcus sp. para la obtencion de biomasa.

® |dentificar los parametros para inducir la produccion de astaxantina en

Haematococcus sp..

" Comparar e identificar el método Optimo para la extraccién de astaxantina con un

solvente eco-amigable.

® Dilucidar los pardmetros adecuados para una mejor extraccion de astaxantina para
obtener la mayor cantidad de principio activo.

®  Purificar la astaxantina obtenida de las cepas Haematococcus sp..
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HIPOTESIS

Debido a que la astaxantina es el antioxidante natural mas poderoso que conocemos y es
sintetizado por la microalga Haematococcus sp., se plantea la hipotesis de que el desarrollo
de un proceso de extraccion y purificacion de astaxantina utilizando solventes eco amigables
es factible y beneficioso para su uso en diversas industrias. Se espera que este desarrollo
permita obtener astaxantina de alta calidad y pureza, cumpliendo con los estandares

requeridos para su aplicacion en la industria médica, nutraceutica, dermo y bio cosmética.
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VARIABLES

VARIABLES VARIABLE INDICADORES UNIDADES

Temperatura Temperatura °C

Concentracion de sales Concentracion en medio g/L

INDEPENDIENTES ) ) o
Intensidad de luz Niveles de exposicion Lm/W

Tiempo de exposicion UV Longitud de onda ug/L

Células / mL

DEPENDIENTES

Densidad celular

Concentracion de

astaxantina
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1. ASTAXANTINA

1.1 Estructura 'y caracteristicas quimicas de la astaxantina

La astaxantina es un antioxidante carotenoide, comprendido en una familia que
abarca mas de 600 pigmentos sintetizados de plantas, musgos, hongos, bacterias y
microalgas, tiene la formula molecular de C40Hs204 Yy un peso molecular de 596,86
g/mol (9). Su punto de fusion de aproximadamente 224 °C es insoluble en solucion
acuosa y en la mayoria de los disolventes organicos (9).

Debido a los carbonos quirales que contiene la molécula, existen cuatro
configuraciones de astaxantina, sus diferencian radican en la configuracion del
grupo hidroxilo en los centros quirales, si por ejemplo el grupo hidroxilo se
proyecta hacia arriba del plano de la molécula, esta se denomina “configuracion
R” y si el grupo hidroxilo se proyecta hacia abajo se denomina “configuracion S”
(10). Los isomeros de astaxantina son, dos enantiomeros (3S, 3°S), (3R, 3°’R) y un
mesomero (3R, 3’S). El isomero (3S, 3’S) se forma predominantemente en la
biosintesis natural de astaxantina por la cepa de Haematococcus sp. (10).

Los carotenoides se pueden dividir en dos grupos en funcion de los elementos
quimicos que contienen en sus moléculas: carotenos, que sélo contienen carbono
e hidrégeno; y xantofilas, que también contienen oxigeno, entre las xantofilas el
oxigeno puede estar presente como grupo hidroxilo, grupos carbonilo 0 como una
combinacién de ambos, como es el caso de la astaxantina, por pertenecer a esta
clase comparte muchas de las funciones metabolicas y fisioldgicas actividades
atribuidas a los carotenoides en general; sin embargo, la astaxantina tiene otras

propiedades quimicas peculiares debido a su estructura molecular (11,12).
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La estructura de los carotenoides se deriva del licopeno. La mayoria son
hidrocarburos de 40 atomos de carbono que contienen dos sistemas de anillos
terminales unidos por una cadena de dobles enlaces conjugados o sistema de
polieno Figura 1., este les da a los carotenoides una estructura molecular

distintiva, propiedades quimicas y su capacidad de absorcion de luz (13).

x \\\\\\\\\\\ AN

Licopene

o Polar end

Nonpolar conjugated double bonds (lipid backbone)

Polar end O Astaxanthin

Figura 1. Estructuras quimicas del licopeno y astaxantina (14).

1.2 Bioquimica de la astaxantina

Su molécula tiene enlaces dobles conjugados, grupos ceto e hidroxilo, que
contienen propiedades lipofilicas e hidrofilicas, ya que tiene una estructura polar
en cada extremo de la molécula y una estructura no polar en el medio, este tipo de
estructuras polares con anillos de ionona tienen una potente capacidad antioxidante
para extinguir el oxigeno singulete u otros oxidantes como el radical superéxido
(O2) y peroxido de hidrogeno (H202), evitando o cesando las reacciones en
cadena. Por lo tanto, la astaxantina actda tanto dentro como fuera de la membrana
celular y puede proteger la bicapa lipidica contra peroxidacién (15).

La presencia de grupos funcionales hidroxilo y carbonilo en los cetocarotenoides,
como la astaxantina, los hace excelentes antioxidantes, este alto poder antioxidante
ha demostrado efectos beneficiosos sobre la etiopatogenia de diversas
enfermedades relacionadas con los radicales libre y el dafio por estrés oxidativo,
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como la hipertension, obesidad, degeneracion molecular y cancer (11). Es por su
estructura que la astaxantina mostrd mejores resultados de actividad bioldgica que
otros antioxidantes, ya que puede vincularse con la membrana celular desde el
interior hacia el exterior (16)

Los grupos extremos polares se superponen a las zonas limite polares de la
membrana, mientras que los no polares el medio se ajusta al interior no polar de la
membrana (15,16).

e
e (¢ \ﬁc Vitamin C
Vitamin E =
Phospholi';tids : Outside
(Hydrophilic) A
)
y Y, X D B-Carotene Q <
7(/ 4 ¢ 1@ )Y XK/ / /’ '
Fatty acids tails VY RN / M 4 XL , )/ Cell membrane
(Hydrophobic) N X
Astaxanthin
Phospholipids o 4
(Hydrophilic) g e Cytoplasm

Figura 2. Comparacion de la posicion de antioxidantes en la membrana celular (16).

Su molecula también contiene Figura 1., anillos de ionona 2-f3 y una cadena de
polieno conjugado en el centro con grupos hidroxilo y ceto, lo que permite el libre
enfriamiento radical de la membrana celular (4,10). Contiene 13 dobles enlaces
conjugados alternando con enlaces simples-dobles, lo que le da una capacidad
antioxidante significativamente fuerte contra los radicales libres y ROS (17).
Debido a estas excepcionales propiedades, la astaxantina atrae una gran cantidad
de interés para agregarse como ingrediente bioactivo en nutracéuticos,

farmacéuticos, cosméticos y otros productos de cuidado personal (2).
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La astaxantina se ha mantenido con alto valor de mercado por sus aplicaciones y

beneficios para la salud, esta se comercializa como suplemento humano, pero

actualmente la aplicacién principal de la astaxantina sigue siendo alimentacion

acuicola, es atractivo para el consumidor por la pigmentacidén y como excepcional

componente nutricional para un adecuado crecimiento y reproduccion de peces

(9). En estudios recientes se ha evaluado el potencial de extractos de astaxantina

para ser utilizados como agentes de tintura natural para textiles, contemplando el

reemplazo de colorantes sintéticos por contrapartes naturales (12).

NIVEL ACCION REFERENCIA
Celular Actividad antioxidante: reduce dafio de la oxidacién del ADN. (18)
Hepético Efecto hepatoprotector. (19)
Neuro protector: agente protector de neurocitos. (20)
Cerebral
Mejorar la funcién cerebral: rendimiento cognitivo. (21)
Tisular Inhibir la peroxidacion lipidica evitando dafio y muerte celular. a7
Metabdlico Inhibe la grasa corporal. (22)
Céncer Agente quimioterapéutico y quimiopreventivo de céncer. (23)
Cardiovascular Proteccion cardiovascular. (24,25)
Prevencion de enfermedades inflamatorias. (26)
Sistema Inmune
Prevencion de infecciones bacterianas. (27,28)
Aparato Circulatorio Agente para aliviar la insuficiencia vascular. (25,29)
Esqueleto Reduccion del dolor articular y sintomas de la osteoartritis. (30,31)
Sistema Gastrico Reduccién de marcadores para Ulceras gastricas. (32)
SistermalReproductor Incremento de la velocidad espermatica y reduccion de (33)

marcadores de oxidacion.

Tabla 1. Data resumida de la investigacion clinica humana con astaxantina.

Fuente: Elaboracion propia.
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Por su actividad antioxidante tiene un potencial extraordinario en la industria de
la salud ya que ayuda a proteger el organismo contra una amplia gama de dolencias
y patologias como problemas cardiovasculares, diferentes tipos de céancer y

enfermedades del sistema inmunologico (6).

1.3.1 Aplicacion en la industria nutracéutica

La astaxantina es uno de los carotenoides mas antiguos aislados e
identificados (34). Primero fue utilizado comercialmente como un aditivo
para la industria de la acuicultura, donde se afiade para la pigmentacion
tisular. Posteriormente, la Administracion de Drogas y Alimentos de los
Estados Unidos - FDA, aprobd la astaxantina como suplemento nutricional
dietético humano en 1999 (34).

Como antioxidante, la astaxantina ha demostrado tener efectos nutracéuticos
y farmacéuticos contra enfermedades cardiovasculares, enfermedades
oculares degenerativas, diabetes e inflamacion y actividad contra algunos
tipos de cancer como oral, colon e higado canceres. Su poder antioxidante es
500 veces més fuerte que la vitamina E, 65 veces més activo que la vitamina
C y es mucho mas efectivo que otros carotenoides como la luteina y licopeno
(11). Es més eficaz en la eliminacion de radicales libres, lo que permite la
reduccion del dafio a nivel ADN, proteccion de las células de los ojos, de la
piel contra la fotooxidacién y mejora la salud del corazén al modificando los
niveles sanguineos de colesterol LDL y HDL (22). La busqueda de la
astaxantina para productos; nutracedticos, dietético y de suplementacion en

alimentos ha aumentado la demanda su produccion natural (35).

1.3.2 Aplicacion en la industria demo cosmética

El mercado mundial de cosméticos ha mostrado un crecimiento continuo y en
los ultimos afios explosivo debido a la preocupacién por conservar una
apariencia fisica juvenil y saludable. Los cosméticos son productos destinados
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para limpiar, embellecer, promover el atractivo o alterar la apariencia sin

afectar la estructura o funciones del cuerpo (36).

Las formulaciones cosméticas, basadas en ingredientes bioactivos micro
algales, como la astaxantina son cada vez mas populares ya que la mayoria de
ellos estan asociados con compuestos fotoprotectores de la piel, a este
pigmento y carotenoide, se le considera con un excelente potencial como
ingrediente cosmético ya que puede bloquear los efectos de las especies ROS,
suprimir la alteracion celular y dafio de la piel humana, a la vez proporciona
foto proteccion de la piel contra la luz ultravioleta, ademés su efecto
antiinflamatorio y antioxidante contribuyen a la proteccion de la piel, estas
diversas funciones bioldgicas encajan en una amplia gama de aplicaciones

dermo y biocosméticas (37).

l. Efecto fotoprotector de la piel

Aunque la radiacion ultravioleta de la luz solar es importante para la
piel humana porque promueve la sintesis de vitamina D, puede
alterar las moléculas bioldgicas y causar dafios en la piel, como el
envejecimiento, la muerte celular (38). Esto es porque la radiacion
UV penetra las capas de la piel y genera ROS que dafian directamente
el ADN, lo que puede causar mutaciones genéticas en varios genes
importantes e inducir cancer de piel (37).

La astaxantina es una sustancia antioxidante no enzimatica y segln
estudios reduce el efecto perjudicial de la radiacion en la piel, porque
puede proteger la piel de la exposicion a los rayos UV con una
suplementacion a razon de MED (Dosis Minima Eritémica) que es la
dosis de radiacion UV efectiva que causa un enrojecimiento
perceptible en la piel no expuesta previamente, y los resultados
dieron un incremento del MED lo que significa que la piel tratada
con astaxantina requeriria de una mayor exposicion a los rayos UV
para ser dafiada (39).
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1. Efecto hidratante y antienvejecimiento en la piel

La astaxantina es un ingrediente activo que pueden penetrar la piel y
proteger la piel humana de la radiacion y de contaminantes en el aire.
Sus propiedades la hacen capaz de contrarrestar los efectos negativos
en la piel humana como la reduccion de la humedad y elasticidad,
que inducen arrugas prematuras y aumentan la textura aspera de la
piel (40).

Se han realizado una serie de estudios y pruebas clinicas para
demostrar la eficacia de la astaxantina, se investigd los tratamientos
con astaxantina para reducir cambios en la superficie de la piel, su
data dio como resultado un aumento de la humedad y la elasticidad
de la piel en el 2006 (40). Una evaluacién dermatoldgica en el 2020
por Singh K. mostro una reduccion significativa de arrugas y mejora
de la hinchazén de la piel en la parte inferior del ojo y las mejillas
después de 2 semanas de tratamiento topico con una crema a base de
astaxantina, también ha informado que astaxantina derivada de H.

pluvialis es efectiva para la hidratacion profunda de la piel (41).

I11.  Efecto cicatrizante

La participacion de la astaxantina puede estimular el proceso de
curacion al mantener el nivel de estrés oxidativo, ya que este
antioxidante frena la principal fuente de ROS y NADPH oxidasa, en
la membrana plasmatica de neutrofilos y macréfagos, el bajo nivel
de estrés oxidativo reduce la produccion de citocinas
proinflamatorias, lo que conduce a una baja inflamacion (42).

A su vez la cicatrizacion de heridas marcha mejor cuando la
inflamacién es minima, la astaxantina estimula la migracion y
proliferacion de queratinocitos, células endoteliales y ceélulas
musculares lisas hacia el sitio de la herida en la fase de proliferacion
de la cicatrizacién de la herida La migracién de queratinocitos
promueve la queratinizacion que beneficia el proceso de curacién y

conduce entonces a acelerar cierre de herida (43).
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IV.  Efecto curativo en dermatitis

La dermatitis es una enfermedad de la piel que causa prurito, xerosis,
inflamacion y eritema, lesiones causadas por disfuncion inmunitaria,
alérgenos o patdgenos. Una barrera cutanea defectuosa puede
exacerbar la dermatitis y esta barrera anormal puede facilitar que
alérgenos penetren profundamente en el cuerpo sin que el sistema
inmunologico reconozca y de alarma para responder (44). El
beneficio de la astaxantina viene en su naturaleza antioxidante, se
puede administrar  antioxidante para oxidar alérgenos,
Trakanwittayarak S. et al, realizaron un pretratamiento en la piel con
emulsion de astaxantina al 0,07% para evaluar si puede reducir la
reaccion provocada de la p-fenilendiamina, compuesto que irrita la
piel, este pretratamiento dio como resultado un alivio a la respuesta
alérgica, compuesta de inflamacion y proliferacion de mastocitos; se
puede concluir que la astaxantina se puede utilizar para aliviar la
dermatitis (45).

1.3.3 Aplicacion en la industria médica

Con base en los resultados de mudltiples estudios, la astaxantina ha sido
reconocida como un antioxidante seguro para salud humana y eficaz contra

diversas complicaciones de salud (46).

Investigacion cientifica se ha realizado con astaxantina como un solo
componente es decir al 80% o en combinacion con nutrientes al 20%. Se ha
reportado que esta regulé positivamente las expresiones de Nrf; en células
irradiadas, asi como de proteinas dirigidas a HO! y enzimas como;
antioxidante superdxido dismutasa tipo 2, catalasa y glutation peroxidasa.
Estos hallazgos demuestran que la astaxantina tiene actividad antioxidante no
solo en la eliminacion directa de radicales libres sino al desencadenar el
sistema de defensa celular a través de la modulacién de la via Nrfz (47).
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V. Actividad hepatoprotectora
La astaxantina exhibe efecto hepatoprotector contra lesiones
hepéticas inducidas por etanol, bloqueando la actividad de STATS3,
proteina que manda sefializacion celular que desencadena la
apoptosis (19). En un modelo de ratones con resistencia a la insulina
inducida por lipotoxicidad y esteatohepatitis, la astaxantina
disminuy0 el reclutamiento hepético de células T y polarizacion
dominante de macrofagos sobre células de Kupffer, por lo tanto,
atenud la resistencia a insulina, la inflamacion hepatica y fibrosis
(48). En el 2012 Turkez H et al., demostro el efecto protector de la
astaxantina contra la lesion hepatica inducida por TCDD en ratas, se
demostr6 que la astaxantina mejora la fibrosis inducida
qguimicamente a roedores; CCL4 y BDL y regular a la autofagia en

células hepaticas (49,50).

VI.  Actividad cardioprotectora

El tratamiento con astaxantina a conejos hipercolesterolémicos
mostré una reduccion del estrés oxidativo, estos animales de
experimentacion fueron alimentados con astaxantina y se mostré un
flujo sanguineo arterial basal mejorado ademéas de efectos
cardioprotectores (24). Se utiliz6 astaxantina al 0.08% y mostrd un
indice mejorado de contractilidad del miocardio entre ratones de
control y los ratones alimentados con astaxantina (51).

En otro caso de estudio, la administracion de astaxantina al, 25, 50 y
75 mg/kg durante 4 dias redujo significativamente el tamafio del
infarto de miocardio y mejoro6 la funcién miocéardica (52,53). En otro
estudio la astaxantina al 50 mg/kg/dia disminuyo la inflamacién del
miocardio y por lo que mejoro la funcion miocardica en un modelo
de conejo con isquemia-reperfusion (54). El pretratamiento oral de
astaxantina al 125 y 500 mg/kg/dia durante 7 dias en ratas les ofrecié

proteccion cardiovascular (55).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA ,
DE SANTA MARIA

VIIl. Actividad en proteccion ocular
La astaxantina inhibié la muerte celular de la retina inducida por
isquemia y la produccion de ROS de una forma dependiente a su
concentracion, mostro proteccion contra la progresion del ojo seco y
la degeneracion macular relacionada con la edad y glaucoma (56).
Ademas, la ingestion de astaxantina al 4-12 mg/dia durante 28 dias
mejoraron significativamente la agudeza visual lejana no corregida y

el tiempo de acomodacion visual en voluntarios (57).

VIII. Actividad antidiabética

La diabetes es un trastorno metabolico caracterizado por
hiperglucemia debido a una secreciébn o accion de insulina
inadecuada. El estrés oxidativo mediado por hiperglucemia es el
principal factor responsable de la patogenia de la diabetes (58).
Utilizacion de antioxidantes para mejorar el estrés oxidativo puede
ser una estrategia eficaz para combatir la diabetes asociada a
complicaciones de salud, estudios han informado el efecto
antidiabético de la astaxantina en modelos diabéticos in vitro e in
vivo. Kumar et al. afirmo que la astaxantina reduce la glucosa en la
sangre y niveles de triglicéridos en ratones modelo obeso/diabético
y mejora la sensibilidad a la insulina (59).

Ademas, informaron que la astaxantina suprimio la fosforilacion
serina de sustratos del receptor de insulina y aumento de la
fosforilacion de Akt en el higado, mejorando asi la sensibilidad a la
insulina (60).

IX.  Actividad antiobesidad
Se ha traido atencion a la astaxantina en la investigacion relacionada
con la obesidad debido a sus potentes caracteristicas antioxidantes.
En adultos obesos, la suplementacion con astaxantina resultd ser una
mayor respuesta antioxidante por supresién de la peroxidacion
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lipidica. Yang et al. probd que la suplementacion con astaxantina
reduce concentraciones plasmaticas de TAG, ALT y AST, aumentd
la expresion hepatica de genes antioxidantes enddgenos y redujo la
sensibilidad de los esplenocitos a la estimulacion con LPS, por lo
tanto, la astaxantina puede prevenir las alteraciones metabdlicas y la
inflamacidn asociadas con la obesidad (61). La astaxantina mejoro la
resistencia a la insulina, que es una complicacion relacionada con la
obesidad al desencadenar sefializacion de insulina post receptora en
ratones en una dieta rica en calorias, a su vez redujo el peso corporal

y los niveles lipidicos en musculos adiposos y esqueléticos (62).

X. Actividad anticancerigena

Esencialmente debido a su fuerte actividad antioxidante, la
astaxantina ha demostrado tener excepcional actividad contra
algunos tipos de cancer como oral, piel, colon e higado (12). Se
demostré que la astaxantina posee eficacia antitumoral preclinica
tanto in vitro como in vivo en varios modelos de cancer, en su estudio
la astaxantina indujo la regulacién negativa del gen XPC mediada
por la sefalizacion de MAPK del p38, mejorando asi la citotoxicidad
inducida por Erlotinib (medicacion de cancer de pulmon), en células
A549 y H1975 (63). En otra investigacion el tratamiento de
astaxantina suprimié el crecimiento tumoral e inhibié el cancer de
pancreas dirigido a los genes hENT1, RRM1y RRM2 (8).

XI.  Actividad antiinflamatoria
Este antioxidante exhibié un efecto de bloqueo antiinflamatorio al
bloguear la translocacion nuclear de RelA y la degradacion IxBa
(64). En un modelo de inflamacion de la piel, la astaxantina inhibid
la produccion de mediadores inflamatorios al bloquear la activacion

de NF-kB en queratinocitos humanos (65).
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Recientemente, Park et al. demostré que la astaxantina en un modelo
de dermatitis atopica, los animales inhibieron la expresion génica de
citocinas proinflamatorias como la interleucina-1p, interleucina-6 y

factor de necrosis tumoral-a (66).

Actividad Actividad
hepaprotectora cardioprotectora

Efecto
fotoprotector Actividad
de la piel Efecto antidiabética
hidratante y anti
envejecimiento I
ASTAXANTINA
|
Actividad
Efecto Efecto curativo ‘ antiobesidad
cicatrizante en dermatitis Actividad
anticancerigena

Efectos nutracéuticos Actividad
antioxidantes antiinflamatoria

Figura 3. Mapa resumen de los maltiples beneficios de la astaxantina a la salud.

Fuente: Elaboracion propia (46,67).

1.4 Fuentes de astaxantina

Varias iniciativas de investigacion estan en curso en todo el mundo sobre la
astaxantina, sus fuentes, métodos eficientes de extraccion y diversas actividades
bioldgicas que son tiles para su uso en las industrias de la salud, por su habilidad
antioxidante, antiinflamatoria y anti apoptotica (13). En estas investigaciones se
ha encontrado que forma natural de astaxantina es mas bioldgicamente activa que

su contraparte sintética (68).
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En cuanto a su método de produccion: La astaxantina sintética se produce
mediante sintesis quimica, mientras que la astaxantina natural se deriva de fuentes
naturales como microalgas, levaduras y subproductos de crustaceos. La
astaxantina sintética es generalmente mas barata que la astaxantina natural porque
el cultivo y la recoleccion de microalgas para la produccion de astaxantina natural
pueden resultar costosos (69).

La esterificacion de la molécula también es muy importante, se refiere a la union
de &cidos grasos a la molécula de astaxantina. La astaxantina sintética en su
mayoria no esta esterificada, mientras que la astaxantina natural esta esterificada.
Esta diferencia en la esterificacion puede afectar la biodisponibilidad y estabilidad
de la astaxantina. En cuanto a su actividad antioxidante, se ha descubierto que la
astaxantina natural es superior a la astaxantina sintética como antioxidante. Ofrece
mas de 20 veces mas proteccién en comparacion con la astaxantina sintética (11).
Es importante sefialar también que, si bien la AX sintética estd ampliamente
distribuida y disponible en el mercado, la AX natural procedente de algas y
animales acuaticos ha mostrado mejores beneficios en términos de acumulacion

de astaxantina, seguridad y calidad nutritiva potencial (69).

° Material usads Inhibicion de radicales
ANTIOXIDANTE a e’:“ g)““m ° libres oir mg de
m,
Vitamina E 4 antioxidante (%)
Vitamina E 50 0.86
Betacaroteno—
Betacaroteno 100 0.23
Pycnogenol o
Pycnogenol 100 0.69
AX sintética I
AX sintética 100 0.59
A — ax 5 1234

Figura 4. Potencia de eliminacién de % radicales libres por mg de diferentes antioxidantes (69).

Tabla 2. Inhibicion de % radicales libres por mg de diferentes antioxidantes (69).
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1.4.1 Fuentes sintéticas
La astaxantina se sintetiza por algunas cepas de algas, bacterias y también
puede ser producido sintéticamente en un laboratorio, a esta Ultima se le
denomina, sintética para diferenciarla de la natural, se puede producir
industrialmente de varias formas, pero generalmente se sintetiza

quimicamente a partir de fuentes petroquimicas como el petréleo (9).

Sin embargo, por regulacion de la FDA, la astaxantina es un aditivo de color
de alimentos aprobado que se permite para su uso en coloracién de alimentos
para humanos, pero no en otras formas de uso incluyendo médicas, cosméticas
ni nutracedticas ya que su seguridad no estd completamente establecida, sin
embargo, se ha encontrado que la astaxantina sintética se vende como
astaxantina natural en algunos suplementos alimenticios y productos de

cuidado personal lo que es ilegal (69).

1.4.2 Fuentes naturales
Astaxantina se puede producir en laboratorios utilizando microorganismos,
utilizando métodos de cultivo y extraccion, aunque este es el método menos
comun, la astaxantina sintética tiene una capacidad antioxidante 20 veces

menor que la natural derivada de las microalgas (69).

La microalga Haematococcus pluvialis es el organismo no modificado
genéticamente con mayor capacidad para sintetizar y acumular astaxantina.
Otras fuentes naturales de astaxantina incluyen el salmon rojo salvaje, el krill,
la trucha roja, la langosta, el cangrejo, el camaron, la cigala, el huevo de
salmoén y la lubina roja (9). La astaxantina tiene una gran demanda en
aplicaciones alimentarias, de piensos, nutracéuticas y farmacéuticas. Esto ha
promovido importantes esfuerzos para mejorar la produccién de astaxantina a
partir de fuentes naturales por la superioridad contra sus contrapartes

sintéticas (70).
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2. HAEMATOCOCCUS SP.

2.1 Distribucion y aspectos fisiologicos

Haematococcus sp. es una microalga verde unicelular de agua dulce con un ciclo
de vida bastante complejo por poseer importantes funciones fisiologicas, entre
ellas, la produccion de astaxantina (71). La astaxantina producida por el género
Haematococcus sp. es la fuente mas rica de astaxantina natural conocida (71,72).
Esta especie esta distribuida por todo el mundo, ha sido reportada en todos los
continentes exceptuando Antartida. Se ha aislado de rocas, cortezas, charcos de
lluvia, incluso del agua bendita. Su habitad mas comun son aguas estacionales y
cuando las condiciones de ese curso de agua dejan de ser oOptimas, la
Haematococcus sp. se “estresa” enquista, como respuesta al medio (72). La cepa
H. pluvialis es beneficiosa para la salud humana y es importante para uso
comercial, sin embargo, rara vez prevalece en cuerpos de agua dulce permanentes,
el aumento de los contaminantes ambientales amenaza la amplia distribucion de
H. pluvialis (1,71).

2.2 Clasificacion taxonémica y composicion

Segln la base de datos de Taxonomia del Centro Nacional de Informacién de
Biotecnologia, Haematococcus sp. pertenece al género Haematococcus y a la
familia Haematococcaceae (73).

Su composicion bioquimica esta estrechamente relacionada y depende de la etapa
en que la célula se encuentre, ya bien este en la etapa verde o roja. Durante su etapa
verde las células estan constituidas por proteinas en un 29-45%, por lipidos entre
un 20-25% y en un 10-30% de pigmentos como clorofila A y B, carotenoides
primarios y xantofilas (74). En la etapa roja el porcentaje de proteinas disminuye
a 21-23%, aumenta su acumulacion de lipidos a conformar hasta el 40% de su peso
y el contenido de carotenoides aumenta considerablemente hasta desplazar el
porcentaje de otros pigmentos y ser remplazados principalmente por astaxantina,
en esta etapa, los ésteres de astaxantina llegan a constituir hasta el 99% del perfil
total de carotenoides (74,75).
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2.3 Ciclo de vida y cambios fisioldgicos

La biosintesis de la astaxantina estd acompafada de la transformacién de células
vegetativas verdes y ovoides a células rojas enquistadas en condiciones no 6ptimas
como; deficiencia de nutrientes, salinidad y altas temperaturas, en combinacién
con alta irradiacion, conllevando a la mayor sintesis de astaxantina. Si las
condiciones vuelven a ser favorables para su crecimiento, los quistes rojos
explotan germinando y liberando una gran cantidad de nuevas células moviles
flageladas con centro rojo que se ira tornando verde de nuevo (76).
En sus etapas de crecimiento, tiene dos formas flageladas mdviles y no mdviles.,
En su forma mavil la célula tiene forma de pera y un tamafio de entre 8 a 50 mm
la estructura celular esta conformada por un cloroplasto en forma de copa con
numerosos pirenoides, vacuolas, un nucleo y dos flagelos que emergen de la pared
celular en un &ngulo amplio. En su forma no flagelada inmaovil, también Ilamada
etapa de palmella, el protoplasto esférico estd envuelto dentro de un tejido muy
adherente “membrana palmella”, y con la excepcion de los dos flagelos, la
estructura celular sigue siendo la misma que su forma mévil (5,6,76).
Cuando las condiciones de crecimiento se vuelven desfavorables, las células
aumentan su volumen drésticamente para entrar en una etapa de reposo en la que
la célula esta rodeada por una pared de celulosa resistente y pesada, este proceso
se denomina “enquistamiento”. El protoplasto se torna de un color rojo sangre,
debido a la astaxantina y a esta etapa final de sintesis de astaxantina se le denomina
aplandspora (74).
A estos cambios celulares también se les conoce con el nombre de carotenogénesis
asi que el ciclo de la cepa Haematococcus sp. como resultado de su respuesta a
diferentes condiciones y estimulos se pueden distinguir 3 etapas morfoldgicas:
» Vegetativa: Etapa verde donde se da el crecimiento celular y en esta etapa
tienen forma ovalada y son biflageladas.
= Palmella: Etapa verde con forma esférica grande, estatica y sin flagelos.
= Aplandspora: Etapa roja en la cual se da la acumulacion de astaxantina lo
que le da la tonalidad roja en esta etapa tienen forma esférica grande y no
presentan flagelos.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




% UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE PR riTion

TESIS UCSM «@  DE SANTA MARIA

VEGETATIVA PAMELA PAMELA APLANOSPORA APLANOSPORA

Quiste inmaduro Quiste maduro

3°ETAPA

Figura 5. Ciclo de la cepa Haematococcus sp.

Fuente: Elaboracion propia (7,74).

2.4 Biosintesis de astaxantina en Haematococcus sp.

Esta microalga tiene la capacidad de sintetizar una gran cantidad de astaxantina
con respecto a su peso neto, esta sintesis y acumulacién de astaxantina se da como
respuesta celular a condiciones de estrés y va acompariada de la biosintesis de
triacilglicerol, mono ésteres y di ésteres de acidos gasos, lo que conlleva a la

reduccion de la actividad fotosintética y produccion de clorofila (77).

2.4.1 Principios bioldgicos y tecnologia para cultivo de Haematococcus sp.
El proceso bioldgico de producir biomasa algal requiere de condiciones bien
definidas, las microalgas necesitan de condiciones especificas de cultivo
para su crecimiento masivo como: luz, pH y temperatura adecuados, asi

como un suministro apto de carbono y nutrientes (78).

CO2 + H20 + Nutrientes + Energia luminica - Biomasa + O>

Ecuacion 1. Ecuacion de energia a partir de biomasa (78).
Debido a que la biomasa de microalgas crece en suspensiones densas, se

requiere turbulencia, burbujeo o algun tipo de movimiento pata exponer las
células a todas las condiciones anteriormente mencionadas para posibilitar
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una transferencia de biomasa eficiente. Ademas, un cultivo exitoso requiere
un monitoreo de los parametros fisicoquimicos continuo (74,78).

El recipiente del medio de cultivo también es importante, el mas simple es
un matraz iluminado que contiene medio liquido adecuado para la cepa, con
algun mecanismo de agitacion, pero hay innumerables variaciones de
disefios para el aumento exponencial de biomasa de cada cepa (79).

La luz es el factor mas importante para el crecimiento de las microalgas, la
cantidad de energia fotonica recibida por cada célula es una combinacion de
varios factores como: densidad de flujo de fotones, densidad celular,
longitud del camino Optico y efectividad de la mezcla, segun la literatura
para Haematococcus sp. se requiere de un fotoperiodo de luz de 12 o 16
horas y oscuridad de 12 o 8 horas, también conocido como abastecimiento
de luz tipo “daylight”, este parametro es recomendado para experimentacion
ya que es la tnica forma de llevar un control de la exposicion a luz, se puede
abastecer de energia luminica al medio artificialmente con lamparas
fluorescentes de 50 a 600 umol/m's (78,79).

Después de la luz, la temperatura es el parametro mas importante en las
primeras investigaciones la temperatura se fijo principalmente en
aproximadamente 25 °C para el cultivo de Haematococcus sp. en fase verde
en laboratorios (80), una investigacion mas reciente demostrd que
temperatura tiene efectos en la funcion fotosintética de Haematococcus sp.,
tanto que las tasas de division celular y los tamafios de las células se vieron
afectados por las condiciones de temperatura, dando como resultado que las
cepas de Haematococcus sp. estudiadas tenian una tasa de division mas
rapida a 20 °C y un crecimiento de biomasa mas rapido a temperaturas de
hasta 30 °C (81). Un cultivo exitoso requiere de métodos de monitoreo,
como: examenes bioldgicos béasicos bajo el microscopio, para detectar
cambios morfoldgicos, dafio celular, contaminacion de otras microalgas,
bacterias, hongos y protozoos, otros métodos incluyen, peso seco de la
biomasa o el conteo celular, evaluar la tasa de crecimiento especifica del
cultivo con espectrofotometria a 750 nm generalmente (79,81).
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2.4.2 Crecimiento y cosecha de biomasa
Las cepas de Haematococcus sp. por su tamafio, ciclos y prolongado
metabolismo crecen lentamente por lo que son propensos a contaminacion
de otros microorganismos depredadores tales como: microalgas, parasitos
fangicos y zooplancton (72). Por lo que normalmente se emplean procesos
en etapas para la produccion de biomasa distinguidas por el ciclo celular
verde y rojo; la etapa “verde” comienza con el cultivo de células vegetativas
que generalmente se prolifera en fotobiorreactores cerrados bajo una
intensidad de luz 6ptima de 12-16 horas y un medio repleto de sales y
nutrientes, una vez alcanzada la méxima densidad celular que puede durar
entre 2 a 4 semanas, se pasa a la etapa “roja”, donde se expone al cultivo a
alta irradiacion, inhibicion de nutrientes, salificacion, entre otros, para logar
inducir la sintesis de astaxantina esta etapa puede durar entre 5-12 dias (7).
Una vez terminadas ambas etapas, se da lugar a la “cosecha” que es la
recoleccion de las células mediante métodos fisicos como: centrifugacion,
filtracion, sedimentacion o flotacion: la seleccion del método adecuado se

realiza tenido en cuenta las dimensiones del microrganismo (70,78).

2.4.3 Carotenogénesis, activacion de la biosintesis de astaxantina
El cambio fisiolégico més notable en Haematococcus sp. se da durante la
acumulacion de astaxantina es la disminucién de la fotosintesis, esto se debe
al dafio en el fotosistema Il, por la disminucion de O, se ha demostrado que
la cantidad de astaxantina celular esta inversamente relacionada con la
actividades fotosintéticas, por otro lado se requieren estudios bioquimicos y
moleculares para identificar la exacta ubicacion donde ocurre el dafio del
aparato fotosintético tras la exposicion a las condiciones de sintesis de
astaxantina  (82). Hay muchas moléculas involucradas en el
desencadenamiento de la sintesis de astaxantina, principalmente las especies
reactivas del oxigeno, aunque se cree que la produccion de ROS en
organismos  fotosintéticos es una consecuencia inevitable del

funcionamiento de la cadena de transporte de electrones fotosintéticos en
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una atmosfera con oxigeno, los cloroplastos son fuentes ricas de ROS ya que
contienen reacciones altamente energéticas de la fotosintesis y un abundante
suministro de oxigeno, en condiciones Optimas para el crecimiento de
Haematococcus sp., la luz absorbida por los pigmentos de antena; clorofila
Ay B, se convierte en energia quimica formando ATP y NADPH a través
de una cadena fotosintética de transporte de electrones, esta energia quimica
se almacena en almidén mediante la fijacion de CO> a través del ciclo de
Calvin, sin embargo en condiciones de estrés, las ROS se producen cuando
el equilibrio de energia fotosintética de entrada que es absorcion de energia
solar por los pigmentos de antena y de salida como la fijacién de CO2, se
desequilibran, esto produce formacion de O a través de la reaccion de
Mehler, que puede convertirse secuencialmente en H.O2 y HO (83), por otro
lado, cuando la fijacion de CO> esta limitada por condiciones ambientales
de estrés, como la escasez de nutrientes, alta salinidad, altas temperaturas o
bajo nivel de CO,, la produccién de estos ROS puede ocurrir incluso en

intensidad luminica moderada por exceso de energia (82,83).

Privacion de minerales esenciales e .
- : Inhibicién de division

Incremento de NaC
celular
Adicion de acetato

Alza de fotoperiodo : -
Cambios en composicién

Incremento o baja de Temperatura
g = de lipidos y carbohidratos

Exposicion a UV

Intensidad de luz

Generacién de ROS

Dano en el fotosistema IT
Disminucion de O2
Produccién excesiva de ROS por
reaccion de Mehler

Conversion y condensacion del IPP
Acumulacién de astaxantina

Figura 6. Factores en la activacion de carotenogéenesis en Haematococcus sp..

Fuente: Elaboracion propia (82).
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Investigaciones han sugerido que la respuesta carotenogénica en
Haematococcus sp.es mediada por ROS, las interrelaciones entre ROS y
astaxantina en la respuesta al estrés y la foto proteccién no estan claras, pero
nuevos estudios revelan que las ROS o sus productos pueden regular la
acumulacion de astaxantina mediante la activacion directa de enzimas
biosintéticas latentes como el glutation transferasa (84).

La astaxantina se da como resultado a la introduccién del estrés, pero esta
empieza como [3-caroteno que se forma se forma por la ciclacion del licopeno
después de una serie de conversion y condensacion del pirofosfato de
isopentenilo IPP, en fitoeno incoloro y deshidrogenacion que conduce a la
biosintesis de astaxantina en Haematococcus sp. En la etapa verde, el -
caroteno es un producto final de la fotosintesis en plantas y algas, también es
el precursor para cetocarotenoides en el cloroplasto y el citosol (82,84). La
oxigenacion del -caroteno por el B-caroteno cetolasa BKT, da lugar a la
equinenona y la cantaxantina, si las condiciones de estrés se mantienen la
Haematococcus sp. comienza a sintetizar astaxantina por la hidroxilacién de

la cantaxantina catalizada por la estructura de genes CrtR-b (85,86).

2.4.4 Extraccion de astaxantina a partir de Haematococcus sp.

La molécula de astaxantina es lipofilica, puede disolverse en aceites y
solventes. La extraccion de astaxantina de Haematococcus pluvialis implica
romper la pared celular para liberar el pigmento, ademas, para la extraccion
se necesita tener células enquistadas secas, biomasa en medio reduce la
actividad de solventes (9). Existen varios métodos para la extraccion de
astaxantina de Haematococcus pluvialis, incluida la disrupcion mecénica, la
extraccion quimica y la extraccion con solventes, acidos, aceites

comestibles, asistidos por microondas y métodos enzimaticos (9,34).
l. Disrupcién mecanica

La disrupcion mecanica es la primera parte de la extraccion ya que
la extraccién de astaxantina implica la ruptura de la pared celular,
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esto se realiza mediante métodos como vortexeado con micro perlas,
homogeneizacion de alta presion, sonicacion alta presion o
temperatura elevada, son los métodos méas usados por su simplicidad,
pero puede llegar a causar degadacion del pigmento debido al calor
por friccibn generado durante el proceso, se recomiendo no
realizarlos por mucho tiempo o realizar extracciones solo
parcialmente mecanicas (9). Estudios han comparado las condiciones
Optimas para la extraccion de astaxantina de algal utilizando estos
métodos, por ejemplo, un estudio de Wang et al. encontraron que el
mayor rendimiento de astaxantina se obtuvo utilizando la extraccion

a una temperatura de 50 °C (87).

1. Extraccion quimica

La extraccion quimica necesita del uso de solventes tales como;
etanol, acetona, cloroformo o hexano, para disolver en parte la pared
celular y el pigmento de las células de algas, este método es el méas
efectivo, pero puede resultar en la contaminacion con residuos del
solvente (4,70). En un estudio de comparacion diferentes métodos de
extraccion fueron evaluados y las metodologias quimicas con mayor
recuperacion son las que usan solventes como acetona, etanol,
metanol y hexano, con estos se obtiene una recuperacion del 70-74
% de astaxantina de Haematococcus pluvialis (88).

3. METODOS DE PURIFICACION E IDENTIFICACION

Después de la extraccion del pigmento desde H. pluvialis, es necesario purificar el
extracto para obtener un producto de astaxantina pura, la purificacion implica
separarla de otros pigmentos, lipidos e impurezas que puedan estar presentes en el
extracto. Existen varios métodos para la purificacién de la astaxantina, incluida la
extraccion con solvente y la cromatografia (9,73). Un método comuin consiste en

realizar la extraccion disolviendo el extracto en solventes y luego filtrarlo para
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eliminar las impurezas lipidicas, es rapido y efectivo, pero puede terminar con
contaminacion por residuos del mismo solvente (76,89). La cristalizacion implica
enfriar el extracto para precipitar la astaxantina y luego filtrar para obtener un
producto purificado, este método es simple, pero puede resultar en bajas tasas de
recuperacion y baja pureza (90). La cromatografia implica el uso de una fase
estacionaria, como silice, carbén activado o alumina, para adsorber la astaxantina del
extracto.

Este método es efectivo, pero requiere métodos especializados y puede llevar mucho
tiempo (89). Se han realizados estudios para averiguar las condiciones éptimas para
la purificacion de astaxantina utilizando estos métodos. Por ejemplo, en el 2019 un
estudio utiliz6 una combinacion de extraccion por solventes y cromatografia para
purificar la astaxantina de Haematococcus pluvialis. Los autores optimizaron las
condiciones para cada paso y obtuvieron un producto de astaxantina de alta pureza
con un rendimiento del 87,5 % (89).

3.1 Cromatografia en capa finao TLC

La cromatografia en capa fina o TLC es la técnica de cromatografia mas comun
por su versatilidad para identificar carotenoides y astaxantina, se usa
principalmente para separar pigmentos de acuerdo con su afinidad hacia la fase
movil y estacionaria, es decir, a mayor afinidad los compuestos se moveran mas
lentamente que otros, por lo tanto, da un valor de Rf més bajo (90). Para su préctica
se aplica una pequefia cantidad de muestra a un extremo de una placa de TLC y se
coloca en posicidn vertical en una camara sellada que contiene un solvente o
mezcla de solventes organicos a la que se conoce como la fase movil, esta se
desplaza sobre la placa por accién capilar, y los componentes de la muestra migran
diferentes distancias dependiendo de sus diferentes afinidades por las fases
estacionaria y movil, una vez que el solvente llegue al tope de la placa, se retira la
placa y se deja secar (91). En el caso del extracto de Haematococcus sp. la TLC
purifica el extracto carotenoide concentrado a través de la separacién de todos los
pigmentos en este como, luteina, betacaroteno, clorofila A, astaxantina, y asi
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permite la identificacion de los pigmentos a través de una comparacién con el valor

del factor de retencion o Rf (91).
3.1.1 Cromatografia en capa fina bidimensional o TLC 2D

Esta cromatografia bidimensional usa el mismo principio de separacién que
la cromatografia en capa fina tradicional (92). Por lo tanto, la eleccion de
solventes y el manejo y siembra de muestras se realiza de manera analoga. Sin
embargo, esta técnica permite cambiar la solucion eluyente en la segunda
elucion, mejorando la capacidad de separacion de muestras complejas.
Ademas, se puede utilizar esta técnica para comprobar la estabilidad de los
compuestos presentes en la muestra con relacion a la fase estacionaria, lo que
puede ser util para determinar si los parametros de experimentacion

empleados son adecuados para la separacion de dichos compuestos (92).

3.2 Cromatografia preparativa - C Prep

La cromatografia preparativa o C Prep es una técnica similar a la cromatografia en
capa fina, pero esta permite no solo separa sino aislar los compuestos de una
mezcla, se realiza mediante el uso de una columna de vidrio plana cubierta de
alumina o silice, se diferencia de una placa de capa fina en su grosor y en que una
vez separados los compuestos del extracto de Haematococcus sp. estos pueden ser
recuperados de la capa de silica ya que retine los pigmentos y por célculo de los
valores del factores de retencion se puede seleccionar el compuesto deseado y
raspar la capa para su preservacion, la purificacion del compuesto de la capa de
silica es sencilla puesto que no se diluyen en los solventes normalmente usados

para la extraccion de pigmentos si no en soluciones isotonicas (93).

3.3 Barrido espectral de UV-Visible

La molécula de astaxantina se puede identificar mediante un barrido con
espectrofotometro de UV-Visible. Esta técnica se basa en la absorcion de luz por
parte de los pigmentos a diferentes longitudes de onda, la astaxantina tiene una
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absorcion maxima en el rango de longitud de onda de 470 a 480 nm, al realizar un
barrido de UV en este rango, se puede detectar la presencia de astaxantina por la
absorcion de luz a esa longitud de onda especifica (94).

3.4 Resonancia magnética nuclear - NMR

La resonancia magnética nuclear o RMN es una técnica analitica aprovechada para
determinar la conformacion molecular y la estructura quimica de una muestra.
Funciona analizando las interacciones entre los nucleos atomicos que giran en un
fuerte campo magnético (95). Usa una reducida cantidad de muestra que debe ser
diluida en cloroformo deuterado y este es un ensayo no destructivo ya que la
muestra es introducida en una columna que a su vez entra en el equipo de RMN y
puede ser recuperada directamente de la columna una vez terminada la técnica el
solvente se evapora y el compuesto puede ser recuperado (94).

La resonancia de la astaxantina proporcionara informacion sobre la estructura
quimica de la molécula, incluyendo la identificacion y asignacion de sefiales de
resonancia de los nucleos de la molécula ademéas de determinar los grupos
funcionales presentes, asi como para analizar los patrones de acoplamiento de los

nacleos y la estructura tridimensional de la molécula (95).

4, PRUEBAS ESTADISTICAS

4.1 Plackett—-Burman design

El Plackett-Burman es un disefio experimental de cribado, resulta muy util para
determinar qué factores son realmente importantes en un experimento. En este tipo
de disefio, aquellos factores que se consideran irrelevantes o que aportan ruido al
experimento se descartan. De esta forma, se evita recopilar grandes cantidades de
datos sobre factores que no son realmente importantes, o que permite ahorrar
tiempo y recursos. Ademas, este disefio permite centrarse en aquellos factores que
son realmente relevantes, lo que facilita la interpretacion de los resultados
obtenidos (96).
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4.2 Método Taguchi

El método de Taguchi es una herramienta para la evaluacion del desempefio que
se emplea para el disefio de un experimento mediante la simulacion de las
diferentes condiciones de una experimentacion (97). Se toma en cuenta que la
variacion funcional en el desempefio, a su vez esta influenciada por factores de
ruido, que varian en el ambiente en el que el experimento estd funcionando. El
modelo Taguchi se enfoca en minimizar el impacto de estos factores sin
importancia estadistica, de forma que se puede obtener un resultado mas
consistente y predecible, lo que lo hace una herramienta de gran utilidad para

mejorar la fiabilidad de procesos (97).

4.3 Response surface methodology - RSM

La metodologia de superficie de respuesta 0 RSM registray examina las relaciones
entre varias variables y uno o mas niveles de respuesta. Se basa en el uso de disefios
experimentales que permiten obtener informacion sobre la relacion entre las
variables de entrada y las de respuesta, y asi logar construir un modelo matematico
que describa dicha relacion. EI modelo obtenido se utiliza para predecir el
desempefio del proceso o producto en diferentes condiciones de operacion, y para
encontrar los valores dptimos de las variables de entrada que maximizan la
respuesta. La idea principal es utilizar una secuencia de experimentos disefiados

para obtener una respuesta 6ptima (98).
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

S. LOCALIZACION Y MATERIAL DE EXPERIMENTACION

5.1 Lugar de ejecucion

Esta tesis se llevo a cabo en el laboratorio de biotecnologia del vicerrectorado de
investigacion E - 406 en la Universidad Catolica de Santa Maria - Arequipa, Perq,
durante los afios 2022 y 2023.

5.2 Material

5.2.1 Material biolégico
- Cepa de Haematococcus pluvialis en medio liquido BBM.

- Biomasa liofilizada de Haematococcus sp.

5.2.2 Material de vidrio y plastico

Tubos falcon de 15y 50 mL

Tubos de ensayo de 5 mL

- Tubos de muestrade 1.5y 2 mL

- Probetas de 250, 500 y 1000 mL

- Botellas de 250, 600 y 1000 mL

- Matraces de 125 mL

- Vidrios de reloj de 10 y 20 cm

- Pipetas graduadas de 1, 2, 5y 10 mL

- Beakers de 100, 250 y 400 mL
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- Viales de vidrio de 5 mL
- Placas para inmunoensayos de 96 pocillos
- Celdas de cuarzo y pléastico para espectrofotometria

- Columna para NMR (Sigma-Aldrich)

5.2.3 Reactivos
- Etanol grado 96° (LabKem)
- Acetona grado técnico (Merck Milipore)
- Cloroformo al 99.5 % (Merck Milipore)
- Cloroformo deuterado 99.8 % grado RMN CDClIs (Scharlab)
- Tetrametil acilar o Tetrametil-1,3-fenilendiamina (CTR Scientific)
- Hexano al 99% (Merck Milipore)
- Metanol (Merck Milipore)
- Cloruro de Sodio (J.T.Baker)
- Fosfato de Potasio Monobasico (Merck Milipore)
- Fosfato de Potasio Dibasico (J.T.Baker)
- Hidrdxido de Potasio (MEYER)
- Acido Sulfurico (Biopack)
- Sulfato Ferroso Heptahidratado (J.T.Baker)
- Nitrato de Cobalto (J.T.Baker)
- Molibdato de Sodio (MEYER)
- Cloruro de Calcio Dihidratado (Sigma-Aldrich)
- Sulfato de Zinc y de Cobre (Merck Milipore)

- Agar — Agar (Merck Milipore)
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5.2.4 Instrumentos y aparatos

Micropipetas automaticas de 2-20, 50-200 y 100-1000 ul (Topscien)

- Micropipeta multicanal 200 ul de 8 terminales (Thermo Scientific)

- Placas recubiertas para TLC (Sigma-Aldrich)

- Placa de vidrio recubierta de silica para CP (Sigma-Aldrich)

- Bombas de aire SB-108 (SOBO)

- Luces LED de 5 metros con intensidad de luz a control manual 30-110
Im /W (i-Lumina)

- pHmetro digital (EZODO)

- Agitadores magnéticos

5.2.5 Equipos

Balanza analitica (WELLIiSH)

- Incubadora digital de 65L (Faithful)

- Campana de flujo laminar (BIOBASE)

- Agitador orbital - Shaker de 100 a 800 rpm

- Microscopio éptico digital de 10 X a 100 X

- Microscopio invertido de contra fase de 40 X a 1500 X
- Equipo de resonancia magnética nuclear 80 MHz (Spinsolve)
- Centrifuga con adaptadores para tubos de 15y 50 mL

- Hot plate agitador andlogo 110 V

- Espectrofotometro UV-Vis digital (Thermo scientific)
- Autoclave

- Lector de placas de inmunoensayos UV y software
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6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6.1 Seleccion y recepcion de la cepa
La cepa Haematococcus sp. se obtuvo del laboratorio de investigacion del
vicerrectorado de investigacion de la universidad Catdlica de Santa Maria; la
descripcion de la cepa se encuentra en la tesis denominada: “Determinacion de las
condiciones de cultivo, produccion, extraccion y analisis de astaxantina producida
a partir de una cepa nativa de la microalga Haematococcus lacustris” en la que se
caracteriz6 molecularmente como Haematococcus sp., que fue recolectada de
cuerpos naturales de agua en, Ica-Peru.
La cepa fue guardada por 3 afios, en medio liquido BBM, antes de ser activada de
nuevo en el 2021 lo que la hizo propensa a contaminacion por hongos y diferentes

microalgas.

6.2 Eliminacion de contaminantes microbianos de Haematococcus sp.

6.2.1 Metodo de aislamiento por centrifugacion

La cepa de Haematococcus sp. contaminada con hongos, se cultivé en un
matraz Erlenmeyer de 100 mL con 50 mL de medio BBM modificado, la
composicion se describe en la tabla (Anexo 1), el cultivo liquido se coloco6 en
un agitador orbital a160 rpm.

Una vez el nivel de biomasa algal sedimentado es igual al nivel del medio de
cultivo, se separé en 4 tubos falcon de 15 mL para centrifugar a 2500 rpm
por 5 minutos, este método sirve para romper las hifas y deconstruye las
columnelas matando el hongo (99).

6.2.2 Maétodo de aislamiento en placa con medio restringido
Para aislar las Haematococcus sp. de la microalga contaminante, que se
encontro y posteriormente identificé microscopicamente como Scenedesmus
sp., se prepar6 un litro de medio BBM completo con 17 g de agar y un litro
de BBM modificado con restriccion de nitrégeno, fosforoy 17 g de agar, se

autoclavo por 15 minutos a 120 °C y 15 libras, posteriormente los medios se
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plaquearon en una camara de flujo laminar para evitar contaminacion, se dejé
gelificar con la cAmara cerrada, a temperatura ambiente por 30 minutos, antes
de sembrar se hizo una desinfeccion con UV por 10 minutos.

El método de aislamiento consiste en, facilitar la identificacion de
Haematococcus sp. en placa, debido a que el medio BBM se modifica con
limitacion de nitrégeno y fosforo, el crecimiento de colonias enquistadas es
promovido, estas son de tonalidad rojo oscuro, lo que las hace féciles de

diferenciar entre resto de colonias.

Sembrado de microalgas 1” semana 2° semana

Figura 7. Método de aislamiento en placa con medio restringido.

Fuente: Elaboracion propia (99,100).

Del cultivo liquido BBM con Haematococcus sp. se tomo una muestra de un
militro que se usO para sembrar con asa de Kolle en las placas con medio
restringido, las placas se sellaron con parafilm para evitar perdida de
humedad y se colocaron en vitrina con luz 12h por 2 semanas con monitoreo
microscopico constante de crecimiento (100).

Una vez las cepas enquistadas de tono rojo se hicieron obvias a la vista se
uso el microscopio de placa para tomar solo las cepas de Haematococcus en
un asa de Kolle, las colonias rojas se sembraron en placas nuevas con medio
BBM restringido para seguir con la purificacién, el proceso se repitié una vez
mas. Finalmente se hizo observacion microscépica para identificar las cepas
rojas y se rasparon con asa para ser re-suspendidas en medio BBM liquido
completo y sembrarlas en placas de BBM completo para su conservacion en
refrigeracion.
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6.2.3 Metodo de aislamiento por diluciones seriadas

Completado el método de aislamiento en placa se observé el cultivo en medio
liquido, la acumulacion de Haematococcus sp. era mucho mayor, sin
embargo, aun se observaban Scenedesmus sp., para esto se realizaron
diluciones seriadas en placas de 96 pocillos para inmunoensayos que se
redestinaron para realizar este método de aislamiento (101).

Para empezar, se cortd el empaque de la placa de inmunoensayos con cuidado
de forma que pueda ser reintroducida de nuevo, se ajustd una pipeta
multicanal a 40 pL y se pipeted medio BBM para dispensar la placa de 96
pocillos de columna en columna, en una placa Petri se coloc6 5 mL del
cultivo de Haematococcus sp. para facilitar su absorcién con la pipeta
multicanal, esta se ajusté a 5 uL por canal y se tomo la muestra para re-
suspender en la primera columna, se tomod 5 uL de la mezcla y se volvio a re-
suspender en la siguiente y asi sucesivamente, hasta la ultima columna los 5

uL de sobra, se desecharon.

Dilucién de 5 1

/—-N
/1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Q0
t Q90
Q0
._,J)‘b "Jj\_.
Q90 |
OO
“O®
l[ﬁ\j

40 M1 por canal 101 102 103 104 105 10% 107 10% 109 10-1° 101t 1012

Figura 8. Método de aislamiento por diluciones seriadas.

Fuente: Elaboracion propia (101).
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Inmediatamente se cubrio la parte superior de placa con plastic wrap con
cuidado de no tocar la parte inferior para no dejar huellas dactilares y se
introdujo dentro de su empaque original para evitar evaporacion del medio,
se dejo a 21 °C con un fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad, por 2
semanas para su proliferacion con monitoreo cada 2 dias.

Tan pronto como los pocillos tornaron a tonalidades de verde se llevo la placa
al microscopio invertido para hacer la evaluacion microscopica pocillo por
pocillo, la evaluacion se realizé con luz invertida verde en objetivo de 100 x,
se tomo6 muestras de los pocillos en los que no se encontré contaminacion por
Scenedesmus sp., se coloco en tubos falcon de 15mL con 5mL de medio
BBM, se cubrid la tapa con plastic wrap y se dejo a 21 °C con fotoperiodo de
12 h de luz y 12 h de oscuridad, por 2 semanas agregando 1mL de medio

completo BBM cada 3 dias, en un agitador orbital a160 rpm (101).

6.3 Produccién de biomasa de Haematococcus sp.

Se buscé producir biomasa suficiente, en estado vegetativo para ser expuesta a
estrés salino y consecuentemente obtener biomasa enquistada de Haematococcus
sp. la cual posteriormente se utiliz6 para la obtencion de astaxantina.

6.3.1 Condiciones ambientales y seleccion del medio de cultivo

Para obtener una cantidad considerable de astaxantina se cultivo
Haematococcus sp. en su estado vegetativo, para lo cual se usé el medio
completo BBM, se comenz6 inoculando la cepa en un matraz de 250 mL con
100 mL de medio BBM, se cubri6 con plastic wrap y se dejé en agitacion de
180 rpm con fotoperiodo de 12 h luz, 12 h oscuridad (76).

Para escalar la biomasa se esper6 14 — 20 dias en los que se acumuld
suficiente biomasa en el matraz de 250 mL, se distingue cuando se saca el
cultivo de agitacion y se lo deja a sedimentar por 15 minutos, si la biomasa
forma una fase del mismo tamario que el halo superior de medio sin biomasa,

se puede proceder a escalar.
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6.3.2 Escalamiento para acumulacion de biomasa

Se tom6 50 mL del cultivo y se inocul6 en una botella de 1 L con 500 mL de
medio completo BBM. Se utilizo los mismos parametros que en la fase
anterior, luego se insertd al interior de la botella una maguera de 6mm de
diametro por un tapon de algodon envuelto en gasa y se conecto el otro
extremo de la manguera a una bomba de aire para pasar burbujeo de 8 W de
potencia al medio, por 2 semanas (74).

Este proceso se repitio en varias botellas de un litro para facilitar el burbujeo

homogéneo, asegurar que las células reciban luz uniformemente (5).

6.4 Induccion de la cepa Haematococcus sp. para la produccion de
astaxantina

Para inducir las células de la microalga verde Haematococcus sp. a acumular el
pigmento cetocarotenoide astaxantina se necesario alterar las estrictas condiciones
en las que la cepa crecid. Cambiar estas condiciones en la etapa de acumulacion y
crecimiento de biomasa seria desfavorable ya que sabe que el estrés ambiental o
nutricional, interfiere con la division celular, desencadena la acumulacion de
astaxantina, que se da en un cambio de la etapa celular verde vegetativa biflagelada

a células inmoviles y grandes en reposo (1,34).

Inductores quimicos -
= ® -5
Inductores . i

fisicos

@G aee

Dia1 — Dia5 —

b e

— Dia12

Figura 9. Induccion de la cepa Haematococcus sp. para la produccidn de astaxantina.

Fuente: Elaboracion propia (102).
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Se identificaron los mejores parametros y compuestos para la induccion de
astaxantina, se seleccionaron los mas citados, se realizd un disefio de Plackett -
Burman se describe en la tabla (Anexo 2), para tener combinacion de las diferentes
variables que se procedieron a comparar, para evaluar su efectividad (79).

Para esto el cultivo en medio BBM se dejo sedimentando por 24 h, se sac6 la mitad
del sobrenadante y se midio espectrofotométricamente a 560 nm para evaluar la
densidad dptica del cultivo, se tomd el resultado de 0.500 y este se usO para
reproducir la misma densidad en todas las muestras posteriores que se usaron para

la repeticion de este experimento (79,102).

6.4.1 Selecciony optimizacion de inductores quimicos

En primer lugar, se seleccionaron los inductores quimicos mas usados en la
literatura y los que obtuvieron mejores resultados fueron; privacion de
nitrégeno en medio, ausencia de fosforo, aumento en el porcentaje de NacCl,
adicion de acetato (79,99,102,103).

Para evaluar el efecto de nitrégeno se preparé medio con ausencia de NaNOs,
para fosforo se prepard medio sin las sales KH2PO4 y KoHPOg, en el caso de
NaCl la literatura sugiere exponer en % afiadidos a medio completo BBM de
0.25, 0.45,0.63 y 0.90 %, se tom0 los porcentajes en comparacion y se llegd
aun punto medio de 0.5% de NaCl es decir para cada litro se afiadié 5 gramos
de NaCl, para el acetato investigaciones previas concuerdan y recomiendan
su uso en un porcentaje de 0.2%, para lo que se us6 2g por litro de medio
BBM (103). En 12 botellas de 250mL se prepard los 12 medios que se
describen en la tabla (Anexo 3), para los 12 experimentos que a su vez se
realizaron por duplicado en matraces de 250mL que se llenaron con 50mL de

medio y 10 mL de biomasa.

6.4.2 Seleccion y optimizacién de inductores fisicos

La seleccion de inductores fisicos se realizd de la misma forma que los
fisicos, mediante revision bibliogréfica, los mas citados son; fotoperiodos
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extensos, temperaturas bajas y altas comprendidas entre 15 y 35 °C,
diferentes intensidades luminosas en los rangos de luces LED que se
comprenden entre 30 - 120 W y explosion a radiacion UV por no mas de 20
minutos a 30 - 50 cm (102).

Los 24 matraces para la experimentacion se separaron cajas de 30x20x15cm
que se usaron para evitar el intercambio de variables de iluminacion, para
evaluar el fotoperiodo las cajas se cubrieron con luces LED en cinta de 5 m
por dentro y se conectaron a enchufes temporizadores programados en 24 y
12 horas, para la intensidad de luz se programo las cintas en modo multicolor
con intensidades minima de 30 W y méaxima de 110 W (3).

Para estimar el efecto de la temperatura se us6 un cuarto de refrigeracion que
se mantuvo a 17 °C y una incubadora programada a 34 °C, la exposicion a
radiacion UV se llevo a cabo en una cdmara de luz laminar, las muestras que
requerian tratamiento de luz UV se llevaron a la cdmaray se colocaron debajo
del foco de luz ultravioleta todos los dias de la experimentacion por 15

minutos a una distancia de 40 cm.

6.4.3 Induccion de la biomasa para desencadenar la carotenogénesis
La biomasa se mezcl6 manualmente moviendo la botella circularmente
creando un vortice para distribuir la cepa en el medio de forma uniforme, esta
se separd en 24 partes para inocular en matraces de 250mL que a la vez
contenian 50mL de medio BBM con diferentes inductores quimicos:
- Medio BBM con presencia y privacion de NaNOs,
- Medio BBM con presencia y privacion de KH2PO4 y KoHPOy,
- Medio BBM con presencia NaCl y NaCl al 0.45%,
- Medio BBM sin Acetato y con Acetato de sodio al 0.5%.
Estas biomasas se a la vez se expusieron a los siguientes inductores fisicos:
- Fotoperiodo por 24 y 12 horas,
- Temperatura de 17°C y 34°C,
- Intensidad de luz minima de30 Watts y maxima de 110 Watts,

- Exposicion UV por 15minutos a 40cm.
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Los matraces se rotularon con los nimeros asignados con el disefio Plackett
— Burman y se colocaron en cajas que a la vez fueron rotuladas con las
especificaciones de los matraces dentro de ellas, posteriormente se llevaron
a la incubadora si necesitaban 34°C, al cuarto de refrigeracion constante para

las que tenian condicion de 17°C durante 12 dias.

6.5 Extraccion y cuantificacion de carotenoides totales

6.5.1 Tratamiento para la extraccion de carotenoides de la biomasa
El tratamiento de la biomasa comenzd una vez pasados los 10 dias de
experimentacion para la induccion de astaxantina, los 24 ensayos en los
matraces se colocaron a temperatura ambiente para dejarlos sedimentar por 6
horas, terminado este periodo se retir6 10 mL de medio a cada uno con

cuidado de no sacar biomasa (76,82).

Disrupcién celular o t+t2mldemetanol 60°C por 10 min

con micro perlas

2ml de muestra —e

Vortex por Centrifuga a Centrifugaa .
10 minutos 2500 rpm por 10 min 4000 rpm por 10 min

Figura 10. Tratamiento para la extraccion de carotenoides de la biomasa de Haematococcus sp..

Fuente: Elaboracion propia (104).

En tubos de 15mL se colocd 2mL de muestra uniformizada de cada matraz,
para la disrupcién celular se colocaron 6 micro perlas de vidrio por tubo y se
vortexeo por 10 minutos, una vez terminado se sacaron las 6 micro perlas con
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ayuda de pinzas, los tubos se cerraron para llevar a la centrifuga a 2500 rpm
por 10 minutos, el sobrenadante se descart6 y se conservo la biomasa.

Para la solubilizacion de pigmentos se afiadié 2 mL de metanol a cada tubo,
se cerraron sin ajustar las tapas por completo, se llevaron a bafio maria de
60°C por 10 minutos una vez terminado se secaron y se llevaron a la
centrifuga a 4000 rpm por 10 minutos, el sobrenadante se recolecto en tubos
Eppendorf de 2 mL rotulados con sus respectivos numeros de identificacion.

6.5.2 Cuantificacion espectrofotométrica de pigmentos

Los coeficientes de absorcion especificos y longitudes de onda “Abs” han
sido estimados, para carotenoides y clorofilas a-b, con ciertos disolventes;
acetona, cloroformo, dimetilformamida, éter etilico, DMSO, etanol y
metanol (104).

LONGITUD DE ONDA
COEFICIETES (C)
SOLVENTES (ABs)

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3

Acetona 100% 11.75 2.35 16.67 3.96 1000  2.27 81.4 227 470 645 662

Acetona 80% 12.21 2.81 20.13 5.03 1000  3.27 104 229 470 646 663

Cloroformo 10.91 1.2 16.38 4.57 1000 142 46.09 202 480 648 666

Dimetilformamida 11.65 2.69 20.81 4.53 1000 0.89 52.02 245 480 647 664

DMSO 12.19 3.45 21.99 5.32 1000 214 7016 220 480 649 665
Etér etilico 10.05 0.766  16.37 3.14 1000 1.28 56.7 230 470 644 662
Etanol 13.95 6.88 24.96 7.32 1000 2.05 1148 245 470 649 665
Metanol 15.65 7.34 2705 2221 1000 286 129.2 245 470 653 666

Tabla 3. Coeficientes de absorcién especificos y longitudes de onda de diferentes solventes (104)

Los sobrenadantes recolectados se midieron en un espectrofotdmetro a

longitudes de onda de 470, 653 y 666 nm, para asegurar el menor porcentaje
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de error posible se us6 la misma cubeta de cuarzo, se enjuagé con alcohol al
96% después de cada muestra y se espero a que se evaporara antes de colocar
la siguiente muestra. La identificacion de carotenoides totales se hizo con las
siguientes formulas planteadas por Lichtenthaler and Wellburn incluidas las
de clorofila ya que no se puede estimar los carotenoides sin las previas (104).
U

(1) Clorofilaa = ((Cl X Abs3) — (C, X Absz)) (V)

U

(2) Clorofilab = ((C3 X Abs,) — (CuXx Ab53)) (V)

(Cs X Absy) — (Ce X Cq)— (C7 X Cp) <g>

3)C t ides totales.=
(3) Carotenoides totales s 7

Ecuacion 1. Ecuacion de clorofila a de Lichtenthaler and Wellburn,
Ecuacion 2. Ecuacion de clorofilabde L & W,
Ecuacion 3. Ecuacion de carotenoides totales de L & W (104).

Estas ecuaciones correlacionan las clorofilas a y b con los carotenoides
totales y el solvente utilizado, la cuantificacion de las concentraciones de
clorofila a, b y carotenoides se da en mg L.

U
(4) ClOTOfila a = (1565 A666 — 7.34 A653) (v)

U
B Clorofilabet27.05cc, .. (V)

(1000 A0 — 2.86 Ca — 129.2 Cb) <U>

6) Carot ides totales =
(6) Carotenoides totales D4k 7

Ecuacion 4. Ecuacion de clorofila a de L & W para metanol,
Ecuacion 5. Ecuacion de clorofila b de L & W para metanol,
Ecuacion 6. Ecuacion de carotenoides totales de L & W para metanol (104).

Se usé metanol como solvente y se completd las ecuaciones con los
coeficientes y longitudes de onda correspondientes, en la ecuacion: U es el
volumen de metanol y V es el volumen de la muestra ambos en mililitros.
Se tomo nota de las lecturas de cada una de las muestras, se pasé a una hoja
de Excel para dar solucién a las ecuaciones y averiguar las variables que
inducen la mayor produccién de astaxantina (104,105).
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Se seleccionaron las 5 variables mas importantes: NaCl, nitrdgeno,
temperatura fosforo y tiempo, las variables quimicas se evaluaron con la
metodologia de superficie de respuesta — RSM vy las variables fisicas con

Taguchi.

6.6  Seleccion del mejor método de extraccion de astaxantina

6.6.1 Preparacion de la muestra

Para extraer la mayor cantidad de astaxantina de una muestra se recomienda
hacerlo desde “dry biomass” ya que se llega a una acumulacion de
astaxantina del 4 % en biomasa seca. La muestra de 2 botellas de 1 L se
sedimentd por 24 horas, se decantd en una botella el sobrenadante como
cultivo ya que Haematococcus sp. jovenes tienen flagelos y aquellos que no
estan enquistados pueden encontrarse en el sobrenadante, la biomasa aun con
liquido se dej6 sedimentando en la cadmara de flujo laminar con UV por una
hora, seguidamente ensamblamos el equipo de filtracion al vacio y
recolectamos la biomasa en papel filtro de filtracion lenta (5).

Una vez terminada la filtracion de toda la muestra se paso a hojas de papel
aluminio y se esparcié lo mas delgado posible para mejorar la evaporacion
uniforme del liquido ain en la biomasa, una vez concluida la evaporacion se

llevo a la estufa a 90 °C por 15 min y reservamos (1,70).

6.6.2 Evaluacién de extraccion con solventes

Segun la bibliografia se pueden usar diferentes compuestos para la extraccion
de astaxantina de la microalga Haematococcus sp., se sabe de extraccion
guimica basada en aceites y en solventes, con el uso de aceites se obtiene un
porcentaje menor de astaxantina que al de usar solventes y no hay procesos
extra de purificacion de las trazas de 6leos (106).

Para la evaluacion del mejor solvente para la extraccion se realizd un ensayo
por triplicado de la capacidad de extraccion de los solventes seleccionados:

acetona, etanol, cloroformo y hexano. Primero se molié avidamente 2 g de
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biomasa seca en un mortero por 10 minutos hasta pulverizarla, luego se
prepararon y rotularon 12 viales de 5 mL, se tom6 0.1 g de biomasa
pulverizada y se afiadio a cada vial, seguidamente se agregd 2mL de acetona,
etanol, cloroformo, hexano segun corresponda y se dejo reposando por un
dia. Pasadas las 24 h, sin agitar de cada vial se tom6 muestras del 2mL y se
colocaron tubos Eppendorf para centrifugar a 2500 rpm por 5 min, de tomo
1.5 mL del sobrenadante y se leyd en el espectrofotometro a las longitudes

de onda especificas para cada solvente Tabla 3. (105).

6.6.3 Evaluacion de las variables que asisten a la extraccidn con solventes

Esta establecido que las variables fisicas van de la mano con la extraccién
qguimica, se tomd para evaluar las mas importantes: temperatura,
concentracion y tiempo de contacto (89).

Antes de realizar la comparacion de hizo una prueba de barrido para evaluar
si el solvente usado tiene diferentes longitudes de onda a diferentes
concentraciones, y justipreciar si la variable de concentracion puede ser
medida o no, para esto se colocd 2 mL de etanol al 48,72 y 96 % en cubetas
de cuarzo, posteriormente se llevo al espectrofotometro donde se hizo un
barrido espectral (89).

Una vez decididas las 3 variables, se establecio los niveles, el tiempo de
contacto del solvente con la biomasa es recomendable y mas eficaz en un
rango de 30 a 40 min, elevar la temperatura también es un factor que mejora
la extraccion, por otro lado el régimen no puede ser mayor de 60 °C para no
desnaturalizar la molécula por la destruccion de los principales farmacélogos
de la astaxantina, la temperatura recomendable oscila entre los 33 a 42 °C, la
concentracion del solvente juega un papel importante también ya que afecta
la permeabilidad de la pared celular para dejar pasar la astaxantina al medio
liquido, se sugiere una concentracion de entre 60 y 80 % (9,89).

Para evaluar las variables de extraccion se uso la técnica de superficie de
respuesta para las 3 variables; tiempo, temperatura y concentracién, que a su

vez se evaluaron en 3 niveles diferentes; 20°, 35°, 50° C, 10, 35, 60 minutos
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y 48, 72 'y 96 %. Se comenz6 moliendo 4 gramos de biomasa seca en el
mortero hasta pulverizarla, seguidamente se tomaron 15 tubos de ensayo de
5mL con tapa para evitar evaporacion del solvente y se rotularon con el
numero del ensayo, en cada uno se coloc6 0.20 g de la biomasa pulverizada
y se aumento 4 mL de etanol en la concentracion que corresponde y se eXpuso
a las diferentes temperaturas con el equipo de bafio maria para las
temperaturas de 35 y 50 °C y para la de 20 °C se dejé las muestras en un
cuarto de temperatura regulable a 20 °C por los tiempos respectivos.

Una vez concluidos los ensayos de las variables, se colocd las muestras en
tubos falcén y se llevd a centrifugar a 2500 rpm por 5 minutos, de cada
muestra se tomd 2 mL y se evaluo en el espectrofotometro en las lecturas de
470, 653 y 666 nm (105).

6.7 Separacion e identificacion de astaxantina

6.7.1 Evaluacion de solventes para la fase moévil de cromatografia en capa fina
del extracto de Haematococcus sp.

Para la seleccion de la fase maévil se tomé en cuenta los componentes
especificos del extracto que se esta evaluando, puesto que de esto depende la
afinidad de los solventes (107). Las fases mdviles cominmente usadas son:
hexano, acetona, benceno y cloroformo, o sus mezclas en diferentes
proporciones, para la preparacion de la muestra, se molié 2 g de biomasa
seca, en un mortero por 5 minutos hasta pulverizarla, se afiadi6 5 mL de
etanol y se coloco en un tubo falcon, esta mezcla se llevé al shaker a 200 rpm
el tubo se coloco horizontalmente para logar que el solvente llegue a todas
las particulas de la biomasa y se dejé en movimiento por 2 horas, una vez
concluido es te tiempo, se centrifugdé a 2500 rpm por 5 min y se reservo el
sobrenadante en un tubo falcon (107).

Para la evaluacion de los solventes se prepararon 4 vasos de precipitados de
100 mL y 4 vidrios de reloj que cubran la parte superior de los Beakers para
recrear una camara cromatografica, en cada uno se colocdé 2 mL de cada
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solvente y se cubrieron por 15 minutos para saturar el ambiente dentro de la
camara. Para medir el desplazamiento de los componentes en el extracto se
cortaron 4 placas del mismo tamafio y se traz6 una linea a medio centimetro
de la base, con ayuda de un tubo capilar se tomd una gota de la muestra y se
sembrd encima de la linea trazada en cada una de las placas, todas se
colocaron dentro de las camaras con pinzas y se dejé corriendo la muestra
hasta que el solvente llega al tope de la placa. Las placas se sacaron de las

camaras y se dejaron secar a corriente de aire (89).

Cubrir para saturar el ~ Toma de distancias corridas por
ambiente — —7 r los compuestos
Para E
. Y3

) » calcular el o
Direccion de la factor de

muestra por —f———+ retencion y2 X

capilaridad J

K
SR R Rf: Y/X L L
—

e

Punto de aplicacién Muestra separada
Lo Solventes aevaluar
en sus componentes

L= delamuestra

Figura 11. Pasos para la evaluacion del extracto en cromatografia capa fina oTLC.

Fuente: Elaboracion propia (107).

6.7.2 Seleccion de la fase movil idénea para la separacion de pigmentos

Para realizar la seleccién se tomaron la distancia que alcanza desde la linea
dibujada hasta el limite del recorrido de la sustancia y se estandarizo el Rf.
También se tom¢ la velocidad en la que el solvente desplazé la muestra (93).
La determinacion del Rf o factor de retencion se puede explicar en base a la
interaccion entre las sustancias a separar y la fase movil, esta se hallo
tomando como primer dato la distancia recorrida que se midié desde el centro

de la mancha inicial hasta el tope de su migracion “Y”, luego se midi6 la
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distancia de recorrido disponible que es desde la linea trazada a medio
centimetro de la base de la placa y la linea paralela a medio centimetro del
otro extremo “X”, finamente, para hallar el Rf se ejecutd la siguiente

ecuacion:

Ecuacion 7. Ecuacion para calcular el factor de retencion (89).

6.7.3 Evaluacién de mezcla de solventes para obtener una fase mavil ideal

con cromatografia en capa fina bidimensional

Una vez identificados los dos solventes que muestran mayor polaridad con
las sustancias de la muestra se evaluaron en conjunto a diferentes
proporciones para seleccionar la fase movil idonea con ayuda de la técnica
de cromatografia en capa fina bidimensional. Para su ejecucion de preparé 3
camaras con 2 mL de acetona, 2mL de hexano y 2 mL de cloroformo
respectivamente, se dibujo unas lineas paralelas a medio centimetro de todos

los extremos de las placas cortadas en forma cuadrangular (92).

7 min Vuelta a 90° - min
m
C C ~,

?‘T x 7 -=<;

Secar

L or
P . L
3 min
muestra a 0.5 cm )

—=* Primer solvente ——e Segundo solvente

Figura 12. Pasos para una evaluacién de cromatografia en capa fina bidimensional.

Fuente: Elaboracion propia (92).
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Se sembré una gota de muestra de extracto en la esquina izquierda de cada
placa, para la primera dimension se colocaron las placas con la esquina de la
las placas se sacaron y se dejaron secar por 3 minutos, concluidos estos las
placas se giraron en 90 gados y se insertaron en las segundas fases moviles a
evaluar; hexano y cloroformo. Las placas se sacaron después de 5 minutos,
se visualizaron y compararon las manchas de astaxantina, se dejaron secar
para evaluar el mejor duo de solventes para la fase movil (92).

Para calcular los factores de retencion de cada componente en ambas
dimensiones, se midi6 la distancia recorrida por el pigmento desde el punto
inicial de la muestra hasta el centro del punto, luego se dividio esta distancia
entre la distancia total recorrida por la fase movil, el RF se expres6 como una

un porcentaje y se analizé (92).

6.7.4  Seleccidn de los porcentajes de solventes para la fase mévil idénea
Para elegir los porcentajes de los 2 solventes seleccionados se prepar6é una
camara con 2 y 8 mL de acetona / hexano y otra con 3 y 9 mL de acetona /
hexano respectivamente para formar soluciones de 1:4 y 1:3, recomendados
por la literatura, se sigui6 el mismo procedimiento de cromatografia en capa
fina y se analizaron los desplazamientos para elegir las concentraciones
ideales (107,108).

6.8 Purificacion de astaxantina del extracto de Haematococcus sp.

6.8.1 Separacion de los pigmentos en el extracto crudo con cromatografia
preparativa - CPrep
Esta cromatografia es similar a la de capa fina, la muestra se separa por la
afinidad relativa de los compuestos que la conforman por las fases
estacionaria en este caso la placa de vidrio recubierta por una capa gruesa de
silica y la movil compuesta de 25 mL acetona y 75 mL hexano, en
proporciones de 1:3 (93).
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Se molié 3 g de biomasa seca, se coloco en un flacon de 15 mL y se afiadid
5 mL de alcohol se dejo horizontalmente en el Shaker por 2 horas,
seguidamente se llevo a la centrifuga a 2500 rpm por 5 minutos y el
sobrenadante se recuperd en otro tubo falcon, se reservo en el refrigerador

hasta su uso (91).

Placa de —
10 20 Raspado de compuestos
cm X 20cm
‘-’
|
Para \ ,‘
— puriﬁcacién ) "‘-\ ‘-"‘I
S \Y)
—i (-.,
—e L M
S
S )
?
Sembrado , ) Recuperacion del raspado
horizontal por Camara cromatogréfica saturada —e

en tubos Eppendorf
adsorcién con lamezcla de solventes

Figura 13. Metodologia para separacion de pigmentos en cromatografia preparativa.

Fuente: Elaboracion propia (109).

La cromatografia utiliza una camara cromatografica que en este caso es de
30 x 40 cm lo que requiere un mayor cantidad y tiempo de exposicién de la
fase movil en la camara para la saturacion total, se midié 25 mL acetonay 75
mL hexano en una probeta de 100 mL, se afiadio a la cAmara, antes de cerrarla
se coloco un pedazo de papel filtro cortado en las mismas dimensiones que
la placa, se colocé de forma vertical con un extremo tocando la fase mévil y
el otro contra la pared y se cerrd herméticamente por 45 minutos (89,107).

En el tiempo que toma la saturacion de la camara se prepard la muestra, para
lo cual se traz6 una linea con lapiz a un centimetro de la base para colocar la
muestra, se saco el extracto del refrigerador y con ayuda de un tubo capilar

se fue tomando muestra y sembréndola sobre la linea trazada, la capa de silica
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es bastante gruesa, absorbe los 5mL de extracto en una longitud de 5x1cm,
una vez terminada la siembra, se abri6 la cdmara y la placa se coloco encima
por el lado del vidrio del papel filtro ya empapado de la fase mdvil lo que
facilita el desplazamiento de la mezcla de solventes (110).

La CPrep se dejo corriendo por un aproximado de 8 h consecutivas, se tomo
evidencia fotografica para medir la migracion de compuestos, cuando se
observd que los pigmentos no mostraron méas desplazamiento a las 7 horas se
dejo por una hora mas para asegurar la maxima pureza de las diferentes
sustancias ya que, aunque no hay cambios a simple vista los compuestos
contindan separandose y concentrandose en una altura por la afinidad (109).
La placa se sac6 de la cdAmara cromatografica y se dejo secando a corriente

de aire y se dej6 secando por 30 minutos.

6.8.2 Extraccion y purificacion de astaxantina del ensayo CPrep

Para la extraccion de astaxantina, esta se identifico en la placa preparativa,
por evaluacion visual de color y seguidamente por comparacion de los
valores Rf, una vez delimitada el area que contenia la astaxantina, la placa se
coloco encima de una hoja de aluminio para recolectar las particulas, y
seguidamente, con ayuda de una espatula plana de acero de 200mm con
mucho cuidado se fue raspando la silica roja de la placa con mucho cuidado
de no llevar a raspar el vidrio, se dio agitd ligeramente sobre la hoja de papel
aluminio donde se recolectaron las particulas y granulos para pasarlas a un
tubo de reaccion de 2mL (107).

Una vez obtenido el raspado se necesita separar la astaxantina de la fase
estacionaria, para la purificacion de astaxantina de la silica que la contiene se
realizd una extraccion con etanol al 96%, el raspado se pas6 del tubo de
reaccion a un tubo falcon de 15 mL, que se llené con 5 mL de etanol, se agitd
por 5 min y se llevé al shaker a 200 rpm por 2 h, seguidamente el tubo se
llevo a centrifugar por 5 min a 2500 rpm, el sobrenadante se recolectd en dos
tubos Eppendorf de 2 mL y se dejaron en una incubadora a 30 °C por 5 h

hasta evaporar el etanol por completo (109).
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6.9 Evaluacién de astaxantina purificada

6.9.1 Identificacion por barrido espectral de UV-Visible

Para realizar la identificacion se tomo el tubo Eppendorf con la muestra de
astaxantina y se re suspendio con 1mL de etanol 96°, hasta tener una mezcla
homogénea. Una vez la astaxantina se disuelva por completo se carga el
primer pocillo una placa de inmunoensayos con el solvente para calibrar el
equipo antes de comenzar, para asegurar precision y exactitud (90).

Seguidamente se selecciona el rango del barrido espectral que va de 380 a
780 nm, luego se cargd el segundo pocillo con la dilucion de astaxantina y se
midio. Al analizar el espectro resultante, se buscoé la presencia de una banda
de absorcion en el rango de 470-480 nm, lo que indicaria la presencia de

astaxantina en la muestra (84).

6.9.2 Resonancia magnética nuclear RMN

l. Preparacion y corrida de muestra en resonancia magnética nuclear

La obtencién de un espectro de RMN de alta resolucion depende de una
preparacion de muestra adecuada, eleccion del disolvente correcto,
cantidad suficiente de muestra y columna de dimensiones correctas, se
selecciond un disolvente con baja viscosidad, excelente pureza quimica y
completamente deuterado y asi minimizar la interferencia de sefiales de
protones no deseados en el espectro, los mas recomendados tedricamente
son: el cloroformo-d CDCls, el deutoxido de sodio D20, la acetona-ds y el
dimetilsulféxido-de DMSO-ds (95).

Culminada la extraccién, y evaporado el etanol de la muestra pura de
astaxantina, se llenaron los tubos Eppendorf con 2mL de cloroformo-d
cada uno y se agito hasta disolver la astaxantina pegada a las paredes, con
una micropipeta se pasé la muestra diluida en el solvente a un tubo de

vidrio de 5mL para homogeneizar ambas mezclas (94,95).
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Figura 14. Lectura de muestra de astaxantina en un equipo de resonancia magnética nuclear.

Fuente: Elaboracion propia (95).

Para correr la muestra en el equipo de RMN hay que calibrarlo, para esto se
usa tetrametil acilar o tetrametil-1,3-fenilendiamina por su cualidad de
aceptar electrones ayuda a mejorar la calidad del espectro de la resonancia
permitiendo mejor resolucion, minimizando interferencia de sefiales de
fondo y calibrado los desplazamientos quimicos, para calibrar el equipo se
[len6 una columna de RMN con 2mL de tetrametil acilar y se corrio en el
equipo de resonancia, una vez terminada la corrida el tetrametil acilar se
desecho, para llenar la columna con la muestra de astaxantina diluida en
cloroformo deuterado.

La columna se coloco en el porta muestras del equipo, seguidamente se
prendio el software de la maquina para crear un nuevo experimento, se
configurd los parametros de experimentales de tiempo de adquisicion y
frecuencia de resonancia, se inicid el experimento y se corri6 la muestra por
10 horas para obtener una lectura con la menor cantidad de ruido, la lectura
se guardo para su analisis en un software de procesamiento RMN (94).
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El espectro de RMN se registro en el espectrofotometro Spinsolve Carbon
80, que funciono temperatura ambiente y 80 MHz, ideal para detectar

compuestos en concentraciones sub-milimolares.

1. Evaluacion y analisis del espectro RMN con Mnova 1D NMR

Se uso el software Mnova 1D NMR para analizar el espectro de
astaxantina, se comenzo abriendo el espectro en el programa, mandar el
comando para realizar el procesamiento, una vez terminado se asigno picos
para ir identificando las sefiales y asignando grupos quimicos
correspondientes. Para analizar las sefiales de acoplamiento se evalud la
distancia entre los picos con las tablas de desplazamiento quimico de
protones y grupos funcionales (Anexo 4), para determinar la estructura de
la molécula, a la vez se us6 informacion de la estructura molécula de la
astaxantina para comparar e identificar (94).

También se hizo uso del software ChemNMR para realizar una estimacion,
se realizd antes de llevar a cabo él experimento de resonancia magnética
nuclear quimica para predecir el espectro de resonancia magnética nuclear
de protones (*H) del compuesto basado en su estructura quimica, esta
estimacion ayudo a obtener informacion sobre las sefiales de RMN
esperadas, sus correspondientes desplazamientos quimicos, interpretacion
y andlisis de los espectros de RMN experimentales. Al ingresar al software
se dibujé la molécula o estructura, y se corri6 el programa para obtener un
espectro de RMN interactivo o un espectro calculado que proporciond
informacion sobre los desplazamientos quimicos esperados y las

intensidades de los picos (111).
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CAPITULO I

RESULTADOS Y DISCUSION
7. AISLAMIENTO DE HAEMATOCOCCUS SP.

7.1 Método de aislamiento por centrifugacion
La cepa fue cultivada por 15 dias en 50 mL de medio BBM en agitacion para la
proliferacion de células y acumulacion de biomasa pasados los dias se observo
crecimiento vegetativo visible por el color verde oscuro intenso del medio. En la
primera evaluacion microscopica Figura 15. (A), el cultivo se encontraba opaco
por la contaminacion con una microalga diferente y hongo identificado
morfologicamente por tal cual como describe Laezza. C et al. (99), para
contrarrestar el crecimiento fungal se separé los 50 mL en tubos falcon para
centrifugar, culminada, el medio en los tubos se observo menos opaco, este se paso
a un matraz en el que se dejé en agitacion de 120rpm, al dia siguiente, se evalud
microscopicamente por segunda vez, después de la observacion de muestras del
fondo del matraz, el medio y la superficie, los resultados de esta técnica
concuerdan con los de Laezza. C et al. (99) ya que se puede afirmar que este
método fue efectivo en romper las hifas y deconstruir las columnelas matando el

hongo, se observé Figura 15. (B), transparencia, hifas rotas y células

Haematococcus liberadas de las columnelas enredadas.

Figura 15. (A) Primera evaluacién antes del método de centrifugacion,
(B) Segunda evaluacion microscépica después del método de centrifugacion.
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7.2  Método de aislamiento en placa con medio restringido

Desde que se cultivo la cepa para su proliferacion se observo la presencia de una
microalga diferente a Haematococcus sp., microscopicamente identificada como
Scenedesmus sp., para lo que sembrd el cultivo en medio BBM solido con una
modificacion de restriccion de nitrogeno y fosforo lo que facilito la diferenciacion
entre las diferentes cepas ya que después de 2 semanas se observo crecimiento de
cepas rojas y verdes, las células Haematococcus sp. se tornan rojas cuando su
ambiente no es favorable y la restriccion de sales importantes causa la produccion
de astaxantina, estas cepas fueron tomadas y trasladadas a otra placa para su
purificacion.

Dos semanas después de realizar la primera purificacion se tomo una muestra de
las cepas rojas que crecieron en placa y se observé que células de Scenedesmus sp.
aun persistian junto con las células de Haematococcus sp. asi que se optd por
realizar el mismo procedimiento una segunda vez Figura 16., luego de 2 semanas
de realizar la segunda purificacion en placa, se realizd otra evaluacion
microscopica de las cepas tomadas para inocular en medio y ya no se observé una
gran cantidad de células contaminantes pero en una evaluacion con mas
detenimiento a 100 X se vio que persistian algunas entre las células de

Haematococcus sp..

Figura 16. (A) Resultados de la primera purificacion en placa, aun se observa muchas
celulas Scenedesmus sp. (B) Resultados de la segunda purificacion en placa, ya no se
ven células contaminantes en el medio, pero aun persisten entre las células de

Haematococcus sp..
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7.3  Método de aislamiento por diluciones seriadas

Para purificar la cepa por completo, se aprovechd que las células de la
contaminacion Scenedesmus sp. eran mucho menos en comparacion con las
Haematococcus sp. y se usé la técnica de diluciones para aislarla usando una
variacion de la técnica de Allen. M et al. (101), no se usaron tubos, sino una placa
de inmunoensayos de 96 pocillos.

Para esto se uso6 una placa de inmunoensayos en la que se diluyé medio con cultivo
con medio completo BBM, se observd después de 2 semanas una vez el medio en
los pocillos viro a tonalidades de verde Figura 17., en un microscopio invertido
los pocillos con mayor acumulacion de células grandes (Haematococcus sp.) y
posteriormente se tomd muestras de estos pocillos para observar en el microscopio

Optico, de estas se selecciond las limpias de contaminacion Figura 17. y se

sembraron en medio BBM completo para proliferar y acumular biomasa.

Figura 17. (A) Diluciones seriadas. (B) Resultados de la técnica.

8. PRODUCCION DE BIOMASA

8.1 Seleccion de condiciones ambientales y del medio de cultivo
Después de las técnicas de aislamiento para purificar la cepa, el cultivo se
encontraba con una baja concentracion de células viables y muchas células
deshidratadas con flagelos rotos, para asegurar la proliferacion de las células se
selecciond las condiciones ambientales con mejores resultados en investigaciones
(112), dirigidas a produccién de biomasa de Haematococcus sp., con fotoperiodo
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de 12h luz, 12h oscuridad, agitacion de 180 rpm y el medio de cultivo completo
Bold's Basal (BBM). Estas condiciones probaron ser muy eficaces para la
recuperacion de las células y la proliferacion vegetativa de Haematococcus sp.,
después de una semana se observo que las células aumentaban en su diametro y

sus paredes celulares era visiblemente méas gruesas.

8.2 Escalamiento para acumulacion de biomasa

Para la acumulacion de biomasa suficiente para correr los experimentos que son
parte de la induccion de la cepa, se necesita escalar y una vez el cultivo se recuperd,
las células empezaron a proliferar y el cultivo se tornd verde se inoculdé en una
botella de 1 L, se dejo en las mismas condiciones seleccionadas: agitacion de 180
rpm con fotoperiodo de 12h luz, 12h oscuridad por 2 dias, luego se inserto al
interior de la botella una maguera de para pasar burbujeo segun Harker, M et al.
esto facilita la transferencia de biomasa eficientemente, promueve la interaccion
de células, oxigena el medio y mejora la frecuencia del ciclo de luz y oscuridad de
las células de algas para su cultivo eficiente (74).

Este proceso se repitid en varias botellas de un litro para facilitar el burbujed
homogéneo, asegurar que las células reciban luz uniformemente y conservar las
variables quimicas como cambios de pH y concentracion de sales lo menos
mutables posible, Figura 18. después de 15 dias la biomasa aumento

exponencialmente evidenciada por la turbidez verde intensa, y en las muestras

microscopicas.

Figura 18. Antes y después del escalamiento de biomasa de Haematococcus sp..
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Q. IDENTIFICACION DE PARAMETROS Y COMPUESTOS PARA
DESENCADENAR LA CAROTENOGENESIS EN
HAEMATOCOCCUS SP.

La carotenogenesis del cultivo de Haematococcus sp. se indujo por estrés quimico y
fisico segun la Tabla 4. se seleccionaron los 8 factores inductores con mejores
resultados segun fuentes documentales (7,73,74,82), y estos se midieron en 2 niveles
méaximo (+) y minimo (-), se corrio el disefio de Plackett-Burman en el programa

Minitab y generd 12 experimentos que se realizaron por duplicado, dos veces.

17° Min (-) ) 0 Min (-)
TEMPERATURA NITROGENO

34° Max (+) 25g per 11 Max (+)
0 Min (-) ) 0 Min (-)

uv FOSFORO
15 min a 40cm Max (+) 25g per 11 Max (+)
30 watts Min (-) 0 Min (-)

INTENSIDAD ACETATO
120 watts Max (+) 2g per 11 Max (+)
12h Min (-) 0 Min (-)

TIEMPO NACL

24h Max (+) Sgper 11 Max (+)

Tabla 4. Variables y niveles para la induccion de la carotenogénesis.

Para la evaluacion de las variables mas efectivas en la induccién de astaxantina, se

evaluo el contenido de pigmentos a los 12 dias de exponer a los cultivos a todas las

condiciones segun el disefio experimental.

Figura 19. (A) Biomasa a los seis dias (B) Biomasa a los doce dias.
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Si bien todas las variables son efectivas en inducir la cepa ya que se obtuvo biomasa
enquistada en diferentes porcentajes en todas las experimentaciones, no es posible
determinar a simple vista cudl de ellas tiene una mayor acumulacion de astaxantina.
Por lo tanto, se llevd a cabo una extraccidbn de pigmentos para evaluar
espectrofotométricamente y luego calcular matematicamente la concentracion real de

los carotenoides en cada matraz de experimentacion.

10. EXTRACCION DE CAROTENOIDES TOTALES

10.1 Tratamiento para la extraccion de carotenoides de la biomasa

Los métodos usados para la extraccion se seleccionaron a partir de investigacion
bibliografica, las técnicas mas exploradas y que reportan mejores resultados, los
pasos principales en toda extraccion de pigmentos en células vegetales son:
disrupcion de la pared celular, solubilizacion de pigmentos y recuperacion de
pigmentos (106).

La disrupcion celular es el primero de los pasos para maximizar la obtencién de
extracto, la técnica a usar depende de la permeabilidad las células de
Haematococcus sp. tienen una pared celular robusta resistente no hidrolizable (7),
la disrupcion mas efectiva para esta cepa es por friccion o abrasion, se prueba esto
en el método usado, con vortexeo y perlas de vidrio, los 10 minutos de disrupcion
rompieron perfectamente la pared celular liberando los pigmentos de la pared
celular, se vio evidenciado en evaluacion microscopica después de tomar 0,5 puL
para observar de la muestra que se habia vortexeado por un minuto, luego por la

mitad del tiempo indicado y una ultima al finalizar el tratamiento de disrupcion.
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Para la solubilizacion de los pigmentos liberados de la pared celular, se uso la
técnica de Linchtenthaler and Wellburn (104), la que precisa el uso de cualquiera
de los solventes con coeficientes de absorcidén espectrofotométrica especifica
visibles en la Tabla 3., de los cuales se usé metanol un solvente muy aprovechado
por su alta polaridad lo que le ayuda a producir altos rendimientos de extraccion,
en esta técnica en especifico, cumplio su funcién perfectamente al agregarlo al
sedimento de la centrifugacion donde se acumulé la biomasa y pigmentos, se
observa rapidamente como el solvente diluye los pigmentos de la biomasa, la
centrifugacion a 4000 rpm por 10 minutos logrd sedimentar la biomasa por
completo ya que no conserva el color intenso que le proporcionaban los pigmentos
sino un color marrdn, y los pigmentos se recuperan en el solvente metanol, que a
pesar de su desempefio como solvente conserva caracteristicas toxicas que podrian

ser criticas cuando se lo quiera utilizar en aplicaciones alimentarias Yy

farmacéuticas.

Figura 21. (A)Extraccion de los pigmentos de la biomasa con solvente (B)Recuperacion
de los pigmentos en el solvente.

10.2 Cuantificacion espectrofotométrica de pigmentos
La evaluacién para escoger los factores de induccion méas efectivos se realizd
comparando el contenido de los pigmentos en las biomasas de los experimentos,
para la cuantificacion se necesitan los valores de absorbancia espectrofotométrica
de: carotenoides, clorofila Ay B (Anexo 5).
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Estos valores entonces pasan por las ecuaciones base de de Linchtenthaler and
Wellburn (104), para determinar el contenido de pigmentos esenciales especificos
Ecuacion 2,3,4. Teniendo en cuenta los coeficientes de absorcion especificos para
el metanol.

Las tablas de cuantificacion de carotenoides con el contenido de pigmentos
esenciales del experimento realizado por duplicado, dos veces, dando cuatro
repeticiones se muestra en el (Anexo 6), el disefio Plackett-Burman, tiene una
propiedad de proyeccion (96), es decir permite una rapida deteccion de variables

importantes, el disefio se aplico con el siguiente modelo:

e Bo +), Bixi

N° de experimentos

Ecuacion 8. Formula central del disefio Plackett-Burman (96).

Done E representa el efecto de las variables, Bo representa la interseccion del
modelo o el nimero de niveles, x es la regresion del coeficiente y x; es el factor
independiente.

RANK VARIABLE — EFFECT

Temperatura NaCl
1 NaCl +

2 Nitrogeno -

oV 3 Temperatura +
Intensidad Acetato 4 FOSfOI‘O +
Tiempo ] Tiempo +

6 uv +

Fosforo Nitrogeno 7 Intensidad +

8 Acetato 4F

Figura 22. Esquematizacion grafica de la importancia de las variables.

Tabla 5. Rango de las variables mas importantes y sus efectos.

En general la observacion microscopica de todos los ensayos no revelé6 cambios

en la biomasa extremos, como exagerada muerte celular o anomalias en divisién

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

celular que es un problema anexado a la exposicion prolongada de UV, sin
embargo los experimentos que contenian agregado de acetato al medio de cultivo
desarrollaron crecimiento de bacterias, aunque la presencia de bacterias en el
medio no es perjudicial, es mas, microalgas necesitan de una cierta cantidad de
microrganismos simbidticos para vivir, estos microorganismos siempre se
encuentran en un porcentaje reducido, después de la evaluacion microscopica de
los experimentos con acetato se revelé contaminacion por la fuente carbonada
afiadida al medio (acetato), lo que generé muerte celular y es por ello que la
cuantificacion de carotenoides la hizo la variable menos importante Tabla 5.

Se logré evidenciar los factores mas importantes para la induccion a la
carotenogénesis de la cepa Haematococcus sp. Tabla 5., de estos, con el fin de
optimizar una metodologia de induccion, se seleccionaron las 5 variables mas
importantes: NaCl, nitrogeno, temperatura fosforo y tiempo, las variables
quimicas se evaluaron con la metodologia de superficie de respuesta — RSM y las
variables fisicas con Taguchi.

10.2.1 Optimizacion de los compuestos quimicos para inducir la
carotenogenesis
Para la optimizacion de los factores: NaCl, nitrégeno y fosforo, se empled la
metodologia de superficie de respuesta utilizando el software estadistico
Minitab, se aplico el disefio y este dio 15 experimentos de los que se hizo una
repeticion, para todos se trabajo con tres niveles maximo (1), medio (0) y
minimo (-1), el cloruro de sodio demostro ser el mejor inductor con 5gramos
por litro, se uso entonces 3,5y 7 g por litro para evaluar si su efectividad
aumenta con la cantidad o si es suficiente con g. para incentivar la induccion,
el nitrégeno por otro lado es necesario para la produccién de aminoacidos
que producen las proteinas que constituyen a las células, normalmente se
afiade 25 g por litro de compuestos de nitrégeno, y en la primera evaluacion
se trabajé con un méaximo es decir los 25 g y un minimo 0 g por litro, la falta
de esta sal fue la que demostré ser capaz de estresar la cepa, no obstante esta

es una sal primordial y su toral ausencia puede desencadenar muerte celular
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masiva antes de terminar la etapa de enquistamiento por lo que se
seleccionaron los niveles: 0,10 y 20 g por litro, en cuanto a las sales de fosforo
el nivel que presento importancia en la induccion fue el méximo, 17.5y 7.5
g de componentes de fosforo sumados en 25 g por litro, se deduce por su
importancia en la produccion de energia 'y de acidos nucleicos (DNA 'y RNA),
para la optimizacion entonces se evaluo los siguientes niveles: 5, 15y 25 g
por litro (Anexo 7).

Los resultados de la cuantificacion de carotenoides totales se corrieron con
la metodologia de superficie de respuesta en el software estadistico Minitab,
este utiliza un conjunto de técnicas avanzadas de disefios DOE que ayudan a
comprender las variables de respuesta y optimizarlas, la diferencia mas
relevante con otros disefios factoriales es que la ecuacion de RSM tienen
términos cuadraticos n?, lo que le permite modelar curvaturas a las respuestas
de las variables, ademas la ecuacion cuadratica de esta metodologia permite
mapear las regiones de interés lo que la hace til para encontrar los niveles
de las variables y optimizar la técnica (98). Los valores espectrofotométricos
se resolvieron con las formulas de Linchtenthaler (104), para determinar el
contenido de pigmentos, una vez hallados los carotenoides totales se juntaron

las repeticiones y se aplicé el disefio RSM que dio los siguientes resultados.

Contour Plot of CT UGL vs NO3, PO4

CT UGL

< 20
20 - 25
25 - 3.0
30- 35
35 - 40
40 - 45
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Figura 23. Grafica de superficie de nitrogeno en relacion con fosforo.
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El analisis con la metodologia de superficie de respuesta ha demostrado que
la induccion podria usar incluso menos cantidad que el nivel -1, 5 g por litro
de fosforo, en comparacién con la cantidad de nitrégeno se observa también
que su optimo se encuentra en el minimo nivel que es el minimo es decir 0 g
por litro, demostrando que la ausencia de esta sal esencial para el crecimiento

de las células induce a la produccion de astaxantina.

Contour Plot of CT UGL vs NaCl, NO3

CT UGL

< 20
20 - 25
25 - 30
W 30- 35
35 - 40
40 - 45

> 45

EEECEEE

NaCl

Figura 24. Grafica de superficies de nitrogeno en relacion con cloruro de sodio.

En la Figura 23. se confirma que la minima cantidad de nitrogeno es la
Optima para la induccidn, sin embargo, el cloruro de sodio presenta un éptimo
en la cantidad media, de 5 g por litro, la misma cantidad que mostro la mayor
efectividad para el enquistamiento de la cepa en la primera evaluacion de la
induccién.

En la Figura 24. se observa que la cantidad de cloruro de sodio se encuentra
en el nivel medio elevandose al nivel maximo, y el fosforo continla
mostrandose como necesario el minimo nivel para causar la induccion a la
carotenogénesis en la cepa, todos estos resultados se encuentran en el
contorno de éarea optimo entre 3.5 y 4.5, aun asi, se realizaron
corroboraciones con la minima cantidad de nitrégeno para evaluar las

concentraciones de cloruro de sodio y fosforo.
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Contour Plot of CT UGL vs NaCl, PO4

CT UGL
[ | < 20
M 20- 25
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B 35 - 40
B 40 - 45
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Figura 25. Gréfica de superficies de fosforo en relacion con cloruro de sodio.

Para optimizar la metodologia de induccion de carotenogenesis en la cepa
Haematococcus sp. se realizaron corroboraciones por triplicado para
asegurar los niveles adecuados de las variables en cuestion, en cuento a las
variables fisicas se confirmé que el nitrégeno en su minima cantidad es el
optimo, por lo que para la corroboracion este se usé como constante es decir
0 g de nitrogeno por litro de nitrogeno para evaluar las concentraciones de
cloruro de sodio y fosforo.

Segun el andlisis el cloruro de sodio se encontraba en el nivel medio 5 g/L y
ascendiendo al méximo 7 g/L, para la corroboracion entonces se tomaron los
niveles de: 4, 5y 6 g por litro a evaluar por triplicado, en cuanto al fosforo se
observd en los diagramas que su optimo esta en el minimo nivel 5 g/L, como
se podria incluso usar menos cantidad de esta sal se evaluaron los niveles de:
0, 2.5y 5 g por litro.

Una vez calculados los carotenoides totales de los triplicados se evaluaron se
seleccionaron los niveles que contenian la mayor cantidad de carotenoides,
(Anexo 8), en el caso de cloruro de sodio el nivel mas efectivo para la
induccion fue el medio, 5 g por litro por otra parte el de los compuestos de
fosforo la concentracion con mejor desempefio fue el nivel maximo 5 g por

litro, J. Fabregas et al. reporta la optimizacion de un medio de cultivo
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continuo, en su investigacion revelan que sales como nitrogeno y fosforo son
esenciales para el crecimiento continuo de la microalga y su reduccion en el
medio de cultivo puede desencadenar la carotenogenesis (113).

Podemos inferir entonces que la ausencia de nitrégeno, aumentar 5 g/L de
cloruro de sodio al medio y disminuir los compuestos de fosforo de 25 g a5
g/L son las variables quimicas Optimas para la induccion de astaxantina,
similar a la publicacion de J. Fabregas et al. (113).

10.2.2 Optimizacion de las variables fisicas para inducir la carotenogenesis

Para la optimizacion de los factores: temperatura y tiempo, se empleé el
método Taguchi para encontrar el mejor ajuste de los parametros para esto se
usé el software estadistico Minitab, el disefio se aplicé y este dio 9
experimentos que se trabajaron por duplicado, de los que se hizo una
repeticion, se trabajé con tres niveles minimo (1), medio (2) y maximo (3),
la temperatura de 34 °C demostro ser el tercer parametro mas importante para
la inducir la carotenogénesis, asi que para evaluar si su efectividad aumenta
con un incremento en los gados centigrados se evaluo los siguientes niveles:
30, 37 y 45 °C, en cuanto al parametro de tiempo de iluminacion, la primera
experimentacién probo su eficacia en la induccion con un tratamiento de 24
horas de luz, ya que el tener el cultivo con luz todo el dia puede ser costoso
y aumenta la huella de carbono, es por esto que se busco optimizar la cantidad
de horas, para lo cual, se evalu6 el parametro en los siguientes niveles: 12,
18y 24 horas.

Una vez terminada la experimentacion se procedio a cuantificar los
pigmentos esenciales espectrofotométricamente, entonces, para determinar el
contenido de carotenoides totales se usaron las formulas de Linchtenthaler
and Wellburn (104), una vez hallados, los resultados de las repeticiones se
juntaron para evaluarlas en conjunto, las tablas se pueden observar en el
(Anexo 9), seguidamente, se aplico el método Taguchi que dio los siguientes
resultados:
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Main Effects Plot for SN ratios
Data Means

Tiempo Temperatura

Mean of SN ratios

34

1 2 3 1 2 3

Signal-to-noise: Larger is better

Figura 26. Gréfico de efectos principales en funcion al tiempo y temperatura.

El método Taguchi, permite con una cantidad reducida de experimentos para
evaluar y ajustar maltiples variables manipuladas simultaneamente con
resultados solidos y confiables (97). Los resultados evidenciaron los niveles
mas importantes como los medios en ambos casos, es decir: la temperatura
optima se revel6 como los 37 °C, S.Boussiba et al. reportan resultados
similares, después de encontrar que la temperatura adecuada para un cultivo
sano de Haematococcus sp. era de 28 °C, a su vez notaron el enquistamiento
de la cepa a temperaturas mayores de 35 °C (82), con respecto al tiempo de
luz, en los niveles minimo y medio estan en el ratio optimo, por lo que se
decidio realizar una corroboracién por triplicado de estos dos niveles para
aseverar el verdadero valor idoneo para la induccién al enquistamiento, las
tablas de analisis se muestran en el (Anexo 10).

Los resultados de la corroboracion revelaron que el nivel 6ptimo es las 18
horas de iluminacién, podemos inferir entonces que los parametros 6ptimos
para la induccion de astaxantina son el aumentar el tiempo de luz a 18 horas

al dia y una temperatura constante de 37 °C.
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10.3 Seleccion del mejor método de extraccidn de astaxantina

10.3.1 Preparacion de la muestra
Para realizar la evaluacion de extraccion de astaxantina se necesita biomasa
enquistada, es necesario entonces secarla ya que los cambios morfolégicos
de la cepa Haematococcus sp. deben ser tomados en consideracion, si bien
se puede llevar las células palmelas - etapa verde a células aplanosporas -
etapa roja, el conservar la biomasa en un estado de enquistamiento por mucho
tiempo después de completar la induccién de las células para la produccién

de astaxantina, no es factible (105).

Figura 27. (A) Germinacion (B) Resultados del secado de Haematococcus sp..

Las aplanosporas llegan a un tamafio enorme de 30 pm en comparacion a las
palmelas que oscilan entre los 5 y 15 um (86), estas aplanosporas llegan a su
tamafio méaximo y germinan Figura 27. produciendo por division celular
células flageladas con astaxantina dentro de ellas que van perdiendo siendo
sustituida por clorofila, es por ello que debe secar la biomasa para conservarla
en un estado de enquistamiento y asi poder realizar las evaluaciones
necesarias con esta, el cultivo se sedimentd, filtr6 y se seco en la estufa,
siguiendo esta metodologia se obtuvo una masa seca de color rojo oscuro, la
preocupacion al secar la biomasa es degradar la astaxantina, si esto llegara a
pasar puede ser facilmente identificable al terminar con un producto marron,
pero, después de usar una técnica similar a la de Onorato C. et al. se termind
con una biomasa del color clasico de la astaxantina (5)
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10.3.2 Evaluacion de extraccion con solventes

Para esta evaluacion se realizo un ensayo por triplicado de la capacidad de
extraccion con diferentes solventes: acetona, etanol, cloroformo y hexano,
que segun bibliografia son los mas usados y con méas éxito extrayendo

pigmentos de microalgas.

e e
£+
3

Figura 28. Trial por triplicado de extraccion con solventes, acetona, hexano,

etanol y cloroformo (de izquierda a derecha).

Con el fin de seleccionar el solvente mas efectivo en desprender los
pigmentos de las células se realizé la extraccion con 4 solventes, aunque
visualmente se puede observar la intensidad de colores, no se puede discernir
de evaluacion visual, asi que se hizo una valoracién espectrofotométrica con
las longitudes de onda correspondientes a los coeficientes especificos de cada
solvente Tabla 3., para hallar cuantificar los carotenoides totales (104), una
vez terminados los calculos, estos se ranquearon de la mayor cuantificacion
de carotenoides a la menor.

Los resultados dilucidaron la habilidad del etanol para extraer pigmentos, con
un promedio de 12.818 mg/L carotenoides totales supera los: 9.608, 8.448, y
4.963 mg/L, extraidos por acetona, cloroformo y hexano respectivamente.
La mejor recuperacion de astaxantina se mostré cuando fue tratada con
etanol, resultados similares se han reportado y esto se debe a que el etanol es

un disolvente polar, lo que significa que tiene cargas positivas y negativas
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dentro de su estructura molecular, la astaxantina también es una molécula
polar, con multiples dobles enlaces y grupos funcionales que contribuyen a
su polaridad, esta naturaleza polar similar de la astaxantina y el etanol les
permite mezclarse bien y disolverse entre si (9). Ademas, el etanol es menos
toxico comparado con otros solventes, se puede producir a partir de recursos
renovables lo que lo hace una alternativa ecoldgicamente amigable sin
mencionar que es biodegradable y facilmente evaporable de la muestra, ya

que no persiste en el medio ambiente, no es dafiino (9,88).

10.3.3 Evaluacion de las variables que asisten a la extraccion con solventes

Si bien el etanol demostro ser el mejor solvente, se debe tener en cuenta que,
la solubilidad de la astaxantina en etanol puede variar, incluso mejorar
dependiendo de factores como la temperatura, la concentracion y tiempo de
exposicion. Par esto se aplicé un disefio RSM, que dio 15 experimentos de
los que se realizaron una repeticion, en donde se evaluaron 3 variables con 3
niveles superior (1), medio (0) e inferior (-1): la temperatura con 20,35 y 50
°C, el tiempo de exposicién con 10, 35 y 60 minutos y la concentracién con
48, 72 y 96 %. (Anexo 11), una vez hallados y comparados los carotenoides

totales se analiz6 los resultados:

Contour Plot of Concentracién (ug/mL) vs Concentracion, Temperatura
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Figura 29. Gréfica de superficies de concentracion en relacion con temperatura.
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Analizando la data y graficos, se puede discernir que la concentracion optima
es la del nivel superior, es decir 96 % de etanol, sin embargo, se puede
trabajar con porcentajes mayores a 48 % ya que contindan disolviendo bien
la astaxantina, Molino A. et al. reportan que las propiedades de disolver
cambian con respecto a la concentracion del solvente y de uno a otro, en
pocas palabras, normalmente a medida que aumenta la concentracién del
solvente, generalmente se incrementa la capacidad de disolucion de (105),
pero no es el caso siempre, es por eso que se evalud el parametro de
concentracion ya que cada soluto y solvente tiene sus propias caracteristicas
y limites de solubilidad, por lo que la concentracién éptima puede variar
segun las sustancias especificas involucradas.

Contour Plot of Concentracion (ug/mL) vs Temperatura, Tiempo
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Figura 30. Grafica de superficies de tiempo en relacion con temperatura.

En cuanto a la temperatura, su optimo se encuentra en el nivel medio de 35
°C, como se puede observar en las Figuras 29 y 30. lo que concuerda con la
investigacion bibliografica que reporta, que la temperatura de extraccion para
microalgas, que son una fuente de astaxantina, generalmente se encuentra
entre 25 °C y 40 °C, una temperatura superior no aumenta la cantidad de
carotenoides, lo que también es oportuno, porque la astaxantina es una
molécula facilmente degradable por temperaturas mayores a 85 °C (9,112).
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Contour Plot of Concentracion (ug/mL) vs Concentracion, Tiempo
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Figura 31. Gréfica de superficies de tiempo en relacion con concentracion.

El tiempo es un factor importante en la extraccion, la duracion del contacto
entre la biomasa y el solvente puede influir en la eficiencia y el rendimiento
(105), pero este tiempo varia segun el solvente y al igual que la temperatura,
el tiempo de contacto con el solvente esta en el nivel medio de 35 min, segun
Hosikian A. et al. realizaron sus extracciones asistidas por temperaturas de
40 °C en intervalos de 20- 40 min, descubrieron que el tiempo de contacto
optimo puede depender de varios factores, como la concentracion del
pigmento en la muestra y la temperatura de extraccion (100).

En la investigacion de Zou et al. (112) evaluaron diferentes proporciones de
etanol, acetato de etilo y acetona para su extraccion, asi como, temperatura y
otros pardmetros sobre la eficiencia de extraccion, informaron que el uso de
un disolvente compuesto de etanol para la astaxantina con una extraccion a
41,1 °C durante 26 min proporciona el mayor rendimiento de astaxantina,
resultados similares a los obtenidos. Entonces, podemos dar por sentado que
las condiciones Optimas para la extraccién de astaxantina de la cepa
Haematococcus estan en 35 °C por un tiempo de 35 min y etanol en
concentracion de 96 %. Cabe sefialar que aumentar el tiempo de contacto de
la biomasa con la solvente afecta significativamente la estabilidad y la calidad
de los compuestos carotenoides como la astaxantina (106).
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11. PURIFICACION E IDENTIFICACION DE ASTAXANTINA

11.1 Evaluacion de la fase movil idonea para la separacion de

pigmentos

La eleccion del solvente adecuado para la cromatografia se basa en la
compatibilidad de la fase maévil y la placa de TLC, algunas fases estacionarias,
como el gel de silice, son mas adecuadas para ciertos solventes que otras (109),
para esta evaluacion se consult6 a la literatura y se seleccionaron: cloroformo,

hexano, acetona y benceno.

Figura 32. Cromatografias en capa fina con diferentes fases moéviles: cloroformo,
hexano, acetona y benceno, de izquierda a derecha.

Después de realizar una comparacion y evaluacion visual de las cromatografias,
se evidenci6 que la mejor separacion de pigmentos se dio con las fases moviles de
acetona y hexano, en los que se puede claramente distinguir 3 pigmentos
producidos por la cepa Haematococcus, betacaroteno, astaxantina y clorofila
(114), a diferencia del cloroformo Figura 32. la separacion de compuestos es
buena, pero no se pudo hacer medicion de la clorofila porque no se pudo
identificar, a pesar de realizar el experimento varias veces, el benceno tuvo un
comportamiento distintivo en la cromatografia, los pigmentos adquirieron una
tonalidad rojiza que los hace dificil de diferenciar, y tom6 8 minutos mas en

terminar de separar los compuestos.
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COEFICIENTES DE RETENCION ASTAXANTINA BETACAROTENO CLOROFILA
Rf (Cloroformo) 0,250 0,367 -
Rf (Hexano) 0.417 0,467 0,317
Rf (Acetona) 0,283 0,583 0,200
Rf (Benceno) 0,467 0,533 0,317

Tabla 6. Coeficientes de retencion de cromatografias en capa fina.

Para evaluar los factores de retencion se us6 como referencia la investigacion de
Lemoine Y. et al (115), donde se identifican a la clorofila, betacaroteno y
astaxantina como los principales pigmentos con conocidas migraciones relativas,
oscilando entre el 0.29, 0.35 y 0.4 respectivamente.

Los autores han informado valores de Rf de los diferentes carotenoides y clorofila,
utilizando eluyentes similares, que estan de acuerdo con nuestros resultados(115),
en cuanto a los pigmentos en la muestra, se observé aquellos que presentaron
mejor separacion de compuestos, el hexano y la acetona, tienen factores de
retencion similares teniendo en cuenta que el hexano separa los pigmentos con
mas rapidez y la acetona los separa con mas distancia, se tomo esto en cuenta para
la seleccion de mezclas, aunque en la cromatografia de cloroformo no se pudo
dilucidar la clorofila la separacion de compuestos es bastante clara.

El benceno separd bien la muestra sin embargo presenta un problema, aunque es
recomendado por la bibliografia, torné todos los pigmentos de un color rojizo y
después de realizar leer al respecto se llegé a la cuenta que fue recomendado por
ser un solvente apolar (89) y siendo la astaxantina una molécula lipofilica (112)
con afinidad por solventes apolares esta lo haria una fase movil apta, sin embargo,
la muestra de extracto de la cepa Haematococcus no solo contiene astaxantina,
sino una amplia gama de pigmentos que no reaccionan bien a su baja polaridad y
no se llegaran a separar por completo dejando las bandas con el mismo color, se
selecciond las que dieron mejor separacion, los solventes: acetona, cloroformo y

hexano.
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11.2 Evaluacion de la pureza de la astaxantina con cromatografia en

capa fina bidimensional

La primera evaluacion de una TLC bidimensional es la de la diagonal, se traza una
linea diagonal desde el punto de muestra y los compuestos que se encuentran en
ella son estables, los que se encuentran por debajo de esta es porque se
descomponen por interaccion de los solventes (104,107), ambas cromatografias
muestran que las 2 mezclas de solventes separan los pigmentos sin la
descomposicion de ellos. La evaluacion de sus factores de retencion fue rapida,
considerando que son similares, para escoger entonces se tomd en cuenta la

distribucion de los pigmentos en la placa.

COEFICIENTES DE RETENCION ! ASTAXANTINA BETACAROTENO CLOROFILA
Rf (Acetona+Cloroformo) 0,183 0,317 0,050
Rf (Acetonat+Hexano) 0,267 0,350 0,250

Tabla 7. Coeficientes de retencion de TLC bidimensional con diferentes mezclas.

Las bandas y su distribucion en placa son factores importantes para elegir la mejor
mezcla para la purificacion, ya que se sacaran fisicamente de la fase estacionaria,
estas bandas representan el area del pigmento puro, mientras mas marcada y exacta
sea la separacién de los pigmentos, mas eficaz es la purificacion.

En al cromatografia de acetona + cloroformo, se puede observar irregularidades
en las bandas, segun Ambati R. et al (9), esto puede deberse a que la astaxantina,
el betacaroteno, las xantofilas y carotenoides en su mayoria se disuelven bien en
solventes apolares por su naturaleza lipofilica, y el cloroformo tienen naturaleza
polar, por otro lado la cromatografia con acetona + hexano presenta una excelente
separacion con bandas facilmente identificables y areas para su separacion lo
suficientemente amplias para una practica separacion manual en la que se puede

evitar la mezcla de compuestos.
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Figura 33. Cromatografias bidimensionales en capa fina con acetona + cloroformo y

acetona + hexano.

Estas observaciones se complementan con las de Zhang Z. et al (107), su
experimentacién para mejorar la distribucion de los compuestos en su TLC llego
a la conclusion que una mezcla de solventes mejora la afinidad de los compuestos
en la fase estacionaria, ya que se juntan solventes con diferentes afinidades, en este
experimento se probo que la acetona y el hexano tienen una mejor capacidad para
purificar los pigmentos que por separado o en mezcla con otro solvente, por la
naturaleza del extracto que contienen multiples pigmentos con diferentes
caracteristicas se necesitan una mezcla de solventes con propiedades diferentes, en
este caso las polaridades opuestas del hexano y la acetona se complementan

separando los compuestos que el otro no puede por si solo.

11.3 Seleccion de porcentajes de solventes para la fase movil idonea
Para seleccionar los porcentajes de hexano y acetona, se los evalud en conjunto,
segun la literatura esta mezcla de solventes ampliamente usada para separar
pigmentos de extractos de microalgas ya que, la acetona es un disolvente polar,
miscible en agua, eficaz en la extraccion de pigmentos polares como los
carotenoides, y también en disolver y pigmentos y pigmentos polares del extracto,
el hexano por otro lado es un solvente no miscible en agua, eficaz en la extraccion
de pigmentos no polares como las clorofilas presentes también en el extracto de

Haematococcus, al utilizar una combinacion de estos dos solventes permitiria que
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sus caracteristicas complementarias logren la separacion de una amplia gama de
pigmentos y asi visualizarlos para analizarlos en la placa de TLC. La seleccion de
los porcentajes a usar se determind con ayuda de la literatura, estos se ajustan a los
pigmentos que se encuentran en la muestra, para la separacion de carotenoides

generalmente se tiene un punto de partida de 1:3 v/v a 1:4 v/v (89,105).

Figura 34. Separacion de pigmentos con mezclas 1:4 v/v a 1:3 v/v de acetona y hexano.

Ya conocidos los coeficientes de retencion, se realizé una evaluacion visual de la
separacion de los pigmentos para seleccionar la mezcla mas apta, la diferencia fue
obvia, Figura 34, la separacion con los porcentajes de 1:4 fue rapida, demoro 6
minutos, 2 minutos menos que la de 1:3 en subir la totalidad de la placa, y aunque
se observan los compuestos separados, no presenta suficiente espacio entre estos
para realizar la purificacién adecuadamente, a diferencia de la cromatografica con
porcentajes e 1:3 que demoré 10 minutos, pero logré una separacién amplia entre
pigmento y pigmento, que para la purificacion es un factor crucial. Estos resultados
son similares a los expuestos en la optimizacion del proceso de Cheong. Jee et al.
(108), la mejor fase movil para separar los pigmentos que obtuvieron de desechos
de camarén fue una proporcion de acetona + hexano (1:3 v/v), la banda que
obtuvieron de astaxantina se obtuvo de TLC con un valor de Rf de 0.33, muy cerca
de la obtenida en la cromatografia de acetona + hexano 1:3 a 0.36, de modo que
esta fue la concentracion fue seleccionada para la cromatografia preparativa.
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12.  PURIFICACION DE ASTAXANTINA

12.1 Separacion de los pigmentos en el extracto crudo con

cromatografia preparativa - CPrep

Para esta cromatografia se siguio una metodologia similar a la que usa Jaime L. et
al (110) para la separacion de extracto de espirulina, la cromatografia preparativa
realizada del extracto de Haematococcus sp. muestra bandas claras y marcadas de

entre 0.5 - 1 cm de altura 'y 6 cm de longitud.

Betacaroteno

Astaxantina

— * e

Figura 24. Cromatografia preparativa, sembrado y separacion de compuestos (110).

Del raspado de la placa se obtuvo 1.57 gramos de astaxantina, también se logro
aislar los otros pigmentos, obteniendo, 1.50 gramos de betacaroteno, 0.83 de

clorofila 'y 0.95 de luteina.
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12.2 Extraccion y purificacion de astaxantina del ensayo CPrep

Los gramos de pigmento contenidos en silica extraidos de la fase estacionaria
fueron tratados con etanol como eluyente para disolver los diferentes compuestos
de interés en el solvente y separarlos de la fase estacionaria de silica, en
metodologias similares (89,110), se obtuvieron los mismos resultados, extractos
limpios de la fase estacionaria y trasparentes sin inclusiones Figura 35., para esto
se debe a seleccionar el solvente correcto para que la el liquido quede saturado del
pigmento dejando la fase estacionaria blanca y en sedimento después de la

centrifugacion (9).

Figura 35. Purificacion de pigmentos de la fase estacionaria con etanol.

Una vez obtenido el pigmento en el eluyente, la purificacion de este solvente fue
simple, ya que el etanol se evapora, pero antes, para asegurar que el pigmento esta
puro y sin contaminacion de otro compuesto se siguio el protocolo de Jaime L. et
al (110), que indica tomar una muestra representativa del pigmento disuelto en
etanol y realizar una cromatografia en capa fina, para visualizar si hay varias
bandas que representarian otros compuestos, el resultado de la TLC fue
satisfactorio, se observé Figura 36. una sola banda roja en la placa cuyo Rf de

0.33, corresponde a lo reportado por la literatura como astaxantina.
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Una vez comprobada la pureza de la astaxantina con la cromatografia, se procedio
a liberarla del solvente dejando en evaporacion en la incubadora, segun
recomienda Molino A. et al. (105), ya que el dejar la solucion astaxantina +
solvente al medio ambiente dafia la muestra, por la inestabilidad de la astaxantina

que se degrada rapidamente en presencia de oxigeno y luz (112).

Figura 36. TLC de astaxantina y astaxantina purificada.

Molino A. recomienda realizar una evaporacion acelerada con ayuda de
temperatura, considerando que la astaxantina no es afectada por temperaturas
mayores a 80 °C, este procedimiento dio buen resultado, el dejar la muestra abierta
en la incubadora a 30 °C resulté en una evaporacion rapida en 5 horas, Figura 36.

dejando la muestra seca habiendo recolectado 0.44 gramos de astaxantina pura.

13. EVALUACION DE LA PUREZA DE LA ASTAXANTINA

13.1 Identificacion por barrido espectral de UV-Visible

La identificacion de astaxantina con espectrofotometria se basa en la absorcién de
luz en la region del espectro UV-visible se sabe que tiene una absorbancia
caracteristica en la region de 470-480 nm (76). Después de realizar la medicion la
corrida marco un pico en la regioén de 476 nm region especifica de astaxantina
Figura 37. y reportada con anterioridad por Zhang X. et al. (116) Figura 38.
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muestra un pico Yy distribucion espectral idéntico al obtenido con la muestra de

astaxantina purificada de Haematococcus.
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Figura 37. Curva de transmitancia espectral de astaxantina pura.
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Figura 38. UV-Vis scanning curve of astaxanthin dissolved in ethanol (116).

Con esta data, solo podemos estar seguros de que la muestra evaluada es un
carotenoide, ya que si bien el barrido de UV-visible proporciona informacién de
la presencia y la absorbancia de la astaxantina en una muestra, no es suficiente
para una identificacion definitiva (114). Para una identificacion més precisa y

confirmacion de la astaxantina, se realizd una resonancia magnética nuclear.
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13.2 Resonancia magnética nuclear RMN

13.2.1 Analisis del desplazamiento quimico

A diferencia del barrido de UV- visible, el espectro de RMN muestra la
estructura y conectividad de los atomos de astaxantina, lo que da una
identificacion sin atisbo de duda (94). El desplazamiento quimico se
representa en el eje x del espectro de RMN y se expresa en (ppm) partes por
millon, ya que cada grupo de hidrogenos tienen un desplazamiento
caracteristico puede indicar la posicion relativa de los picos en el espectro y
esta relacionado con el entorno quimico de los nacleos en la molécula (94),
el trabajo de Dong S. et al. (117) se realizaron perfiles de los metabolitos
obtenidos del extracto de H. pluvialis mediante RMN, su espectro que se
observa en la Figura 40., tiene gran semejanza al espectro obtenido en la

corrida de la muestra de astaxantina purificada, Figura 39..

Spectrum Scan [512/512]
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Figura 39. Espectro RMN de astaxantina pura obtenida de Haematococcus.

Entonces, al comparar los desplazamientos quimicos en diferentes espectros
de RMN de la misma molécula, se puede observar cambios en el entorno
quimico debido a diferentes factores, como cambios en la estructura
molecular, interacciones moleculares o condiciones experimentales, pero en

general deben conservar una relativa similitud, en cuanto al desplazamiento
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quimico, este proporciona informacion sobre el entorno quimico del nucleo
en la molécula, un mayor desplazamiento quimico (mayor ppm) indica un
entorno quimico diferente. Por lo tanto, el desplazamiento quimico en la
RMN es una medida de la diferencia en frecuencia de resonancia y
proporciona informacion valiosa sobre la estructura y conectividad de la
molécula, la muestra de Dong S. et al. (117), tiene una distribucion de los
picos caracteristicos de astaxantina entre los rangos de 1y 7 ppm, también

obtenidos en la corrida de la muestra de astaxantina purificada Figura 39..
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Figura 40. NMR analysis of astaxanthin extract by MET-ACE method (117).

13.2.2 Evaluacion e interpretacion de intensidad de sefiales

La intensidad de las sefiales de un espectro NMR H proporcionan
informacion sobre la cantidad de hidrogenos (protones) que mandan una
misma sefial, asi que mediante un analisis de las sefiales méas intensas se
puede reconocer los grupos de hidrégenos mas abundantes (111). Las sefiales
necesitan ser evaluadas segln su desplazamiento, su posicién exacta en el
espectro, si estan mas campo abajo (izquierda, cerca de atomos
electronegativos) o mas campo arriba (derecha, alejado de atomos
electronegativos y al TMS), esta posicion depende de que tan cerca estan los
protones de un elemento electronegativo, debido a que este va a tener un
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efecto de desproteccion denotado a su electronegatividad retirando la
densidad electronica del protdn, alejando los electrones del nicleo, causando
que la sefal este mas campo abajo (118).

l F il dl_ il

Figura 41. Estimacion de la molécula de astaxantina en ChemNMR *H.
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Figura 42. Estimacion superpuesta al espectro de astaxantina NMR H.

Antes de correr la muestra se realizd una estimacion en ChemNMR H, este
programa permitio estimar hasta cierto nivel el desplazamiento y diferentes
sefiales de la molécula, ahora si bien esta estimacion es de ayuda la
astaxantina tiene diferentes moléculas isémeras, todas tienen los mismos
atomos CaoHs204, pero su forma quimica varia y como el *H manda sefiales

de protones basadas en su alrededor y ambiente quimico, estas pueden variar
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(119). Después de dibujar la molécula en el programa ChemNMR *H, se
obtuvo la estimacion del espectro de astaxantina Figura 41. En la Figura 42.
realizo una comparacion de las sefiales quimicas experimentales con los
calculadas usando el software ChemNMR *H, el desplazamiento quimico y
sefializaciones de la estimacion coinciden con las de la corrida experimental
ambos se encuentran en el 1 al 7 ppm, para evaluar los picos se fijo especial
atencion en las sefializaciones que deberia mandar de acuerdo con las tablas
de interpretacion de RMN en el (Anexo 4), ChemNMR H también asigna un
numero base de desplazamiento quimico a sus carbonos determinado por la

mecéanica molecular del programa (Anexo 12).

13.2.3 Evaluacién de las correlaciones de integracion y acoplamiento o patrones
de division
En la molécula de astaxantina tenemos varios protones quimicamente
equivalentes por ser una molécula simétrica Figura 1., estos protones
mientras giran ven el resto de la molécula de la misma forma,
experimentando un entorno quimico idéntico, considerando que la molécula
de astaxantina tiene, varios grupos metilo (-CHs) y metileno (-CH), estos se
encuentran en la misma posicion relativa en la molécula, uno de estos
protones en el grupo metilo mandaria una sefial en el espectro, sin embargo
si hay varios protones que generan la misma sefial esta solo se agrandaria,
haciéndola mas alta en el espectro, a esto se le conoce como integracion, es
el area debajo de la sefial, el que tan grande o alta esta es, la integracién
entonces nos da informacion de cuantos protones quimicamente equivalentes
estan generando un pico en especifico (111,118).
En cuanto a los patrones de division, los protones quimicamente equivalentes
generaran la misma resonancia, pero esta se dividiria en cierto nimero de
picos mas pequefios dependiendo de sus protones vecinos, un protén se

divide en picos por los protones vecinos en relacion con:
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Numero de division de picos: n+1

Ecuacion 9. Formula del patrén de numero de division de picos (95).

Donde n = es el nUmero de protones vecinos, por ejemplo, si se tienen 2
protones quimicamente equivalentes con 2 protones al lado, la sefial se
dividiria en 3 picos o un triplete, pueden haber singuletes, dobletes cuartetos
y multipletes, en el espectro podemos observar sefializaciones singuletes,
dupletes, tripletes y multipletes (95,118).

La integral es el area bajo cada pico en el espectro y representa la cantidad
de ndcleos que contribuyen a ese pico en especifico, ademas proporciona
informacién sobre la relacion de abundancia entre los diferentes tipos de
nucleos en la molécula (95), por otro lado, la multiplicidad es la forma o
patron de division de un pico en el espectro de RMN, la astaxantina cuenta
con varios protones quimicamente equivalentes, es decir mandan la misma
sefial, la molécula cuenta con grupos metilo, metileno, hidroxilo y carbonilo,
por ejemplo: el grupo -CHs con sefiales en (C-CHs, 2.1 — 2.3), (CH3-C-CHjs
0.9), manda sefales de amplias, sugiriendo que hay varios protones estan
mandando la misma sefial, correctamente estimado siendo 12 y 12

hidrogenos respectivamente.

13.2.4 Interpretacion del espectro RMN 'H

Para empezar en el espectro se puede observar un pico localizado en 0 ppm,
este es el TMS o pico tetrametilsilano, la sefial de referencia, por
consiguiente, todas las sefales se dan en partes por millén en términos de su
posicion con relacion al TMS, importante notar que no es parte de la data.
El pico a 7.25 ppm corresponde a la sefial del cloroformo deuterado usado
para disolver la muestra de astaxantina pura.

Segun el estudio de Sun. W et al. su espectro de astaxantina Figura 43.,
exhibio los siguientes desplazamientos quimicos para su muestra, 1,21y 1,32
(6H,s,1,1", 1,81 (2H, 1,2,2"), 1,94 (6H, s,5,5"), 1,99 y 2,00 (6H, 5,9,9'13,13"),
2,16 (2H, d,13,2,2'-Heq), 3,69 (-OH), 4,30-4,34 (2H, 2,6), y 6,20-6,70 (14H,
anillo), en partes por millén (120).
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Las sefiales de la muestra evaluada de astaxantina Figura 44., son similares

al estudio por Sun. W. asi como a la estimacion, para empezar los grupos

hidroxilo -OH se encuentra de 3.5 — 3.9 ppm, desplazamiento que se imita en

la investigacion de Sun. W et al. con un 3.69 ppm, los anillos heterociclicos

se detectaron a 6.20 — 6.60, en la Figura 43., podemos observar que también

manda una sefial en los rangos de 6.20 — 6.70.

—0.000
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Figura 43. Espectro de astaxantina del estudio de Sun. W et al.(120).
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Figura 44. Espectro RMN *H de astaxantina pura.
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Figura 45. Interpretacion del espectro NMR *H de la molécula de astaxantina.
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En el espectro se observa un pico a 2.7 ppm Figura 45., identificado como la
sefial correspondiente a C-CH-CH, Sun. W et al. lo reporta a 2.16 y segln la
estimacion se encontraria a 5.59, esto se debe a que esta estimacion es de 9-
(2)-astaxantina uno de los isomeros, y la electronegatividad que este proton
experimentaria seria mayor por estar cerca a oxigeno ya que esta molécula se
dobla en comparacion al isémero horizontal all -(E)-astaxantina, Figura 48.,
este protdn al no encontrarse cerca del oxigeno no es drasticamente afectado
por su electronegatividad, dejando la sefial campo arriba. Los protones que
mandan la sefial de CH-CH-C, fueron identificados en 1.6 — 2.0 ppm,
coincide con la investigacion de Sun. W y a la estimacion teniendo
desplazamientos de 1.99 — 2.00 y 2.12 respectivamente. Segun la Tabla 14.,
la sefial de C-CHs3 se debe dar en 1.80 ppm, sin embargo, las interacciones
moleculares vecinas pueden afectar las sefiales de NMR, en este caso hay un
pico alto de superposicion a 1.25 ppm que afecta todas las sefiales
empujandolas ligeramente campo abajo, esta sefial entonces se presentaa 2.1
—2.3 ppm, Figura 45.. La sefializacion de OH-CH se puede observar a 4.2 —
4.3 ppm, ajustandose el resultado de la Tabla 17., se estim6é sumando; el
estandar de CH (1.55) + el desplazamiento alfa (2.75) y desplazamiento beta
(0.00) del sustituyente -OH que este proton mandaria una sefial a 4.3 ppm.
Los anillos de la molécula afectan dependiendo de su cercania a grupos como
C-CHs mencionada antes, pero, esta anexada a el anillo manda una sefial
diferente, segln las tablas debe estar en 5.5 ppm y en espectro se puede
observar un pico de 5.2- 5.5 ppm. Otro grupo anexado a los anillos es CH-
CH2-2, este grupo se puede notar de 5.2 — 5.5 ppm, desplazamiento que
coincide con el de la estimacion en ChemNMR 'H Figura 41., siendo esta a
1.5 ppm. Los grupos metilo de los anillos CHs3-C-CHs pueden ser
distinguidos en la Tabla 15., con un desplazamiento de 0.91 ppm, valor que
se repite en el espectro obtenido con un pico a 0.91 ppm. Después de
identificar los grupos que conforman la molécula se identifico el pico méas
alto a 1.25 ppm como un pico de superposicion, no representa ningn grupo

de protones en especifico sino su sinergia.
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CONCLUSIONES

* Primera. Se logr6 obtener biomasa unicelular de la cepa de Haematococcus sp.
haciendo uso de metodologias de aislamiento por centrifugacion, medio
restringido y diluciones seriadas que purifico la biomasa para su escalamiento con

burbujeo y 12 h de luz/12 h oscuridad.

= Segunda. Los parametros mas eficientes de los 8 evaluados para la desencadenar
la produccion de astaxantina “carotenogénesis” fueron los siguientes: incremento
a 5 g/L de cloruro de sodio al medio BBM, reduccion de los compuestos de
fosforo de 25 g a 5 g/L, incremento del tiempo de luz de 12 h a 18 h al dia 'y una

temperatura constante de 37 °C.

= Tercera. Se optimiz6 la metodologia para la extraccion de astaxantina,
determinando que el solvente eco amigable, etanol al 96 % es superior en diluir
los pigmentos de la cepa obteniendo un promedio de cuantificacion de 12.818 mg/
L de carotenoides totales.

= Cuarta. Se delimit6 que para obtener la mayor cantidad posible de principio
activo los factores acompafantes para una extraccion ideal deben ser: elevar la

temperatura a 35 °C por un tiempo de 35 minutos.

* Quinta. Se logrd purificar la astaxantina haciendo uso de una cromatografia
preparativa con una fase movil de acetona y hexano a una concentracion de 1:3y
0.36 respectivamente, el raspado de placa y extraccion con etanol dejo un
recolectado de 0.44 g de astaxantina pura, asi mismo logro identificar el pigmento
como astaxantina, con un barrido espectral de UV- visible que dio un pico en la
region de 476 nm regién especifica de astaxantina y una resonancia magnética
nuclear cuya corrida tuvo el desplazamiento quimico de 0 a 7 ppm con las

sefalizaciones caracteristicas de la astaxantina.
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= Sexta. Se logré aislar el compuesto astaxantina, lo que permite su aplicacion en
la industria médica para la experimentacion en lineas celulares, asi como para

evaluar sus respuestas a diversas concentraciones de astaxantina pura.

= Séptima. Se logro purificar todos los pigmentos del extracto de Haematococcus
sp., incluyendo betacaroteno, clorofila, luteina y astaxantina. Esto fomenta su
utilizacion en la industria nutracéutica, facilitando su dilucion en aceites y su

comercializacion como suplementos alimenticios.

= QOctava. Se extrajo un extracto crudo de la cepa, el cual puede ser utilizado en la
industria cosmética. La evaluacion del cultivo reveld una biomasa libre de
contaminantes, lo que la hace dptima para su inclusién en formulaciones

cosmeéticas.
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RECOMENDACIONES

= Serecomienda realizar la evaluacion de los 8 pardmetros de induccidn a la produccion
de astaxantina en diferentes cepas de Haematococcus sp. ya que los factores mas

eficientes para desencadenar la carotenogénesis pueden variar.

» Durante este estudio se llevd a cabo una revision exhaustiva de la literatura cientifica
que aborda los espectros de astaxantina utilizando la técnica de resonancia magnética
nuclear de protones (NMR 1H). Se encontr6 una cantidad limitada de estudios que
utilizan esta técnica en particular. Por lo tanto, se recomienda realizar més
investigaciones utilizando NMR 1H, ya que es un método altamente preciso para la

identificacion molecular.

= En este trabajo se logré optimizar el Down stream de la extraccién y purificacion de
astaxantina, para su uso en industria médica, nutracéutica, dermoy bio cosmética, La
optimizacion no solo implica mejoras en métodos, sino también en términos
econdmicos. Sin embargo, la produccion de astaxantina sigue siendo costosa y tiene
aplicaciones en otras industrias que no tienen el capital de las mencionadas
anteriormente, como la acuicultura y la industria textil. En el caso de la industria
acuicola, el proceso propuesto seria el siguiente: se prepararia un medio de cultivo
BBM con antibioticos y malaquita verde para evitar la contaminacion bacteriana y
fangica en una botella de 7 L. Luego, se cultivaria la cepa Hematococcus sp.,
utilizando una bomba de aire conectada a una manguera dentro de la botella para
airear el medio y promover la proliferacion de la cepa. Una vez que se haya
acumulado suficiente biomasa, se agregarian 5 g de sal por litro de medio para inducir
la produccién de astaxantina en la cepa, es decir, "estresarla”. Una vez que la cepa
haya alcanzado la etapa roja, se dejaria que el cultivo se sedimente y se transferiria el
medio a otra botella para repetir el ciclo con las Haematococcus flageladas que se
encuentran en el sobrenadante. El sedimento se transferiria a una fibra de plastico
para secarlo al sol, y después de 2 dias se moleria para agregarlo al alimento de peces

como salmén, trucha, camarones, langostas, entre otros.
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» En el caso de la industria textil, se ha realizado investigacion sobre su
comportamiento como colorante textil por su color rojo sangre resulta atractivo, y
aunque la astaxantina es un carotenoide, lo que lo hace un pigmento y posible
colorante esta tiene limitaciones, es dificil de fijar incluso con mordientes por sus
caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas que son lo que lo hace poco estable y de dificil
fijacion en textiles pero un excelente antioxidante, en el caso de la industria textil

recomendaria el uso de otro pigmento.

= Esta investigacion se centr6 en la purificacion de astaxantina debido a su alto valor
comercial y beneficios para la salud. Sin embargo, la cepa de Haematococcus produce
diversos pigmentos, todos ellos con aplicaciones en diferentes industrias. Aunque esta
cepa se utiliza principalmente para la produccion de astaxantina, también contiene un
extracto rico en pigmentos que incluyen vitaminas como A (a- y -caroteno), B12

(cobalamina), clorofila (magnesio) y minerales.
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ANEXOS

Anexo 1.
FORMULA Concentracion mg/L | MICROELEMENTOS Concentracion g/L
ZnS04 . 7TH20 8,82
735 CuSOs . 5H20 1,57
MgSOs -7H>0 :
CgaCI24-2Hzé) 29 Co(NOs)2. 6H20 0,49
250 Na2MoOj4 . 2H,0* 0,39
NaNO3 75
K2HPO4
175 , .
KH2PO4 11.42 SOLUCION 1 Concentracion g/L
H3:BO3 :
Micronutrientes 1 mt Na>. EDTA 50
Solucion 1 KOH 3,1
o 1mL
Solucion 2
SOLUCION 2 Concentracion g/L
H final FeSO4 4,98
prTina 68 H2S04. (95-98%) 1
Tabla 8. Bold's Basal Medium (BBM) formula modificada.
Anexo 2.
- ' 17 °C Nitré 25¢g per 1L
emperatura 34 °C itrégeno ]
- 259 per 1L
v 15min a 40cm P -
Intensidad 30 Watts Acetat 29 per 1L
ntensida 120 Watts cetato ]
. 12 h | 5¢g per 1L
Tiempo o4 h NaC )

Tabla 9. Variables fisicas y quimicas para induccion de astaxantina.



Anexo 3.

COMPUESTOS 200mL NaCl ACETATO NITROGENO FOSFORO
KH2PO4 3,5 3,5 3,5 3,5 -
CaCl, . 2H,0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
MgSOs . 7TH.0 15 15 15 15 15
NaNO3 5 5 5 - 5
KoHPO4 1,5 1,5 1,5 1,5 -
NacCl 1 - 1 1 1
H3BOs 0,228 0,228 0,228 0,228 0,228
Acetato 04 - 04 - -
Microelementos 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Solucion 1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Solucion 2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Tabla 10. Componentes de medio BBM para 200mL de cada experimento.

ORDEN NACL ACETATO NITROGENO FOSFORO TIEMPO  INTENSIDAD uv TEMPERATURA

1 1 1 1 =1 1 -1 1 =1

2 -1 1 1 1 1 il -1 1

3 1 =1 1 =1 -1 1 1 1

10 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 1

11 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1

12 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1

Tabla 11. Variables para usar en medio Basal bold por orden de corrida.



Anexo 4.

ppm 12
Fenol -OH i
Alcoholes-OH

Tioles-SH
Ammas-NH 2

_Amidas

] Acfdbs carboxilicos-OH -

Aldehidos
Heteroarométicos

Arométicos
A."queﬂo_s

_RX-Alcoholes, Haluros de R
Aminas R-NH

Alquinos o
_Grupos metilo (R-Me)

Metilenos (-CHz-)

th!opropanos
Me unidos a metales (M- CH3)
ppm 12

T

| I HS-R
R-NH) =e——

11

) *_ HC.O-

s HO,C-

ﬁ'—.i

ZONS J

HRC=CR
_ HQC CR2
s—— -HC-O- 6 -HC- X
—

R ' T / _-CH-N-O-CHZ-N
. - . -CHz-o- o RS
-CHz-X —__9!*3_97 S N
——  CHi-N
| W= CHyS- |
ms CH3-Ph |
e CH3-C-X
— CHg-CO-
memm  CHj3-C=C-
Ph-CHy- weem | 0<I ?
-CO-CHy- mmmm =
~asmmm -CHz-C=C-
R-CHp-R | e Hzc<‘
L
| | o
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 A

Tabla 12. Desplazamientos Quimicos en RMN *H en diferentes tipos de compuestos organicos.



Metilo Etilo n-Propilo Isopropilo t-Butilo
Sustituyente
-c, | -8, -cB, | -c&, -cu, -cu,|-cw -cu, | -cu,
-H 0.23 | 0.86 0.86 | 0.91 1.33 0,91 | 1,33 0.91 | 0.89
-CH=CH, 1.71 | 2.00 1.00 1.02
C _czcn 1.80 | 2.16 1.15 | 2,10 1.5 0.97 | 2.59 1.15 | 1.22
-fenilo 2.35 | 2.63 1.21 | 2.59 1.65 0.95 | 2.89 1.25 | 1.32
H-FLD 4.27 | 4.36 1.24 1.34
A €1 3.06 | 3.47 1.33 | 3.47 1.81 1.06 | 4,14 1.55 | 1.60
-Br 2.69 | 3.37 1.66 | 3.35 1.89 1,06 | 4.21 1.73 | 1.76
L 2.16 | 3.16 1.88 | 3.16 1.88 1,03 | 4.24 1.89 | 1.95
-OH 3.39 | 3.59 1.18 | 3.49 1.53 0.93 | 3.94 1.16 | 1.22
-0-alquilo 3.24 | 3.37 1.15 | 3,27 1,55 0.93 | 3.55 1,08 | 1.24
-OCH=CHjp 3.5 3.66 1.21
O -o-fenilo 3.73 | 3.98 1.38 | 3.8 1.70 1.05 | 4.51 1.31
-OCOCH3 3.67 | 4.05 1.21 | 3,98 1.56 0.97 | 4.94 1.22 | 1.45
-0CO-fenilo 3.88 | 4.37 1.38 | 4,25 1.76 1.07 | 5.22 1.37 | 1.58
-080,-p-tolilo 3.70 | 4.07 1.30 | 3.94 1.60 0.95 | 4.70 1.25
-NH, 2.47 | 2.74 1.10 | 2.61 1.43 0.93 | 3.07 1.03 | 1.15
N -NHCOCH, 2.71 | 3.21 1.12 | 3.18 1.55 0.96 | 4.01 1.13 | 1.28
-NO, 4.29 | 4,37 1.58 | 4.28 2.01 1.03 | 4.44 1.53 | 1.59
-SH 2,00 | 2.44 1.31 | 2.46 1,57 1,02 | 3.16 1.34 | 1.43
S -s-alquilo 2,09 | 2.49 1.25 | 2.43 1,59 0.98 | 2,93 1,25 | 1.39
-5-S-alquilo 2,30 | 2,67 1.35 | 2.63 1.71 1.03 1.32
~CHO 2,20 | 2.46 1.13 | 2.42 1.67 0.97 | 2.39 1.13 | 1.07
-COCH, 2,09 | 2,47 1.05 | 2.32 1.56 0.93 | 2.54 1.08 | 1.12
-co-fenilo 2,55 | 2,92 1.18 | 2.86 1.72 1.02 | 3.58 1,22
O -CooH 2,08 [ 2,36 1.16 | 2.31 1.68 1.00 | 2.56 1.21 | 1.23
Il ~COOCH, 2.01 | 2.28 1.12 | 2,22 1.65 0.98 | 2.48 1.15 | 1.16
C -conH, 2,02 | 2,23 1,13 | 2.19 1.68 0.99 | 2.44 1.18 | 1,22
7'\ ~c(cH;) =NOH 1.9 2.22;2.401.09 | 2.25 1.56 0.91 1.15
-CN 1.98 | 2.35 1.31 | 2,29 1,71 1.11 | 2.67 1.35 | 1.37
Tabla 13. Desplazamientos quimicos de alcanos mono-sustituidos.
a a b
H-C=C-H 1.80 CH,-C=C-H (a) 1.80
HB-C=C-alquilo 1.7-1.9 b (b) 1.80
a
H-C=C-C=C 2.6-3.1 CH,CH,-C=CH (a) 2.16
H-C=C~-C=C 1.7-2.4 b (b) 1.15
. a
(CH3} 2CH-CECH (a) 2.59
H—Csc<<::> 2.7-3.4 (b) 1.15
c-O—alauil 1.3 . a b (a) ~4.7
B-C= —-alquilo o CH,~-C=CH
372 (b) 2.55
H-C=C-CO 2,1-3.3
a b
CH ;CONHCH,, ~C=CH (a) 4.06
CH3-—CEC-H |J|== 2.9 (b) 2.25
CH,-C=C~CH, |al = 2.7
H-C=C-C=C-H gl = 2.2

Tabla 14. Desplazamientos quimicos de *H y constantes de acoplamientos de derivados
acetilicos.



Alcanos
133 1.34 1 20 0.88

/\\ /\/
1 145
0.90 0.81
y 11
022 1.94 Q i : %M\Hw
1.51
1.44

H 127
W W\”mo
:'8 /L _ 50 5.8
P = B gl 0 o o
5.0 46 5.6 5.12
4.9
5.2 /I 4.68 5.91
= QHOL iy SO s
5.82 6.12 6.2-6.4
o)
5 3-5.5 5.1
W Cl \( Ph \( 5154
CH3 CHj CHs
7.01 Q
5.95 5.60 5.59 i
5.9

Tabla 15. Desplazamientos de protones unidos a carbonos sp?.



Sustituyente

-~
-

=>I

0=0

-
—alquilo
—alguilo-anillol’
—CHy—-aromatico

—CH,X, X: F, Cl, Br
—CHF,

—CF3

—CH,0

—CH,N

—CH,S

—CH,CO, CH,CN

—C=C aislado

—C=C conjugado?’

—CmC

—aromatico con giro libre
—aromitico fijo?’
—aromidtico sustituido en o
—F

—C1

—-Br

-I

-OR, R alifatico

-0OR, R insaturado

-0OCOR

-NH>2

-NHR, R alifatico

-NR>, R alif&atico

=NHR, R insaturado

-NRR', R insaturado
R'cualquier sust.

-NCOR

—-N=N-fenilo

-NO2

-SR

-SOR

-SOZR

-SCOR

-SCN

-SFg

-CHO

-CO aislado

-CO conjugado®’

-COOH aislado

-COOH conjugado®’

-COOR aislado

—-COOR conjugado

—CONRj

-COC1l

-CN

-PO (OCH2CH3) 2

1

0.45
0.69
1.05
0.70
0.66
0.66
0.64
0.58
0.71
0.69
1.00
1.24

0.47
1.38
1.60
1.65
1.54

1.08

1.07

1.14

1.22
.21
2.11
0.80
0.80
0.80
1.17

1.17

2.08
2.39
1.87
1.11
1.27
1.55
1.41
0.80
1.68
1.02
1.10
1.06
0.97
0.80
0.80
0.78
1.37
1.11
0.27
0.66
1.33

~OPO (OCH,CH3) 5

-0.22
-0.25
-0.29
0.1l1
0.32
0.61
~0.01
=-0.10
-0.13
-0.08
-0.09
0.02
0.38
0.36
0.19
-0.40
0.18
0.45
0.81

-1.07
-0.60
-0.35
-1.26
-1.26
-1.26
-0.53

-0.53

-0.57
l1.11
1.30

-0.29
0.67
1.16
0.06
1.17
0.61
0.95
1.12
0.91
1.41
0.98
1.18
1.01
0.98
l.46
0.75
0.88

-0.34

Tabla 16. Estimacién del desplazamiento de protones unidos a doble enlace.
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Tabla II puede ser usada _para calcular los desplazamientos quimicos de Y-CH; Y-
CHy-Z, o Y-CH Z. '

W
De alli que, el desplazanncnto quimico en BrCHZCH2OCH2CH2Br puede ser
calculado. )
1-CH2 ' 2-CH,
CH, standard (picde pdgimab)  1.20  CH, standard 1.20
o -OR 235 o -Bt 218
B -Br . 0.60 B -OR 0.15
4.15 ) 3.53

Iabla IL Efectos de los sustituyentes en los desplazamientos quimicos®

P
B a -
§ . Tipode Desplazamiento Desplazamiento
Sustituyente Hidégeno”  alfa . Beta
-C=C- CH,4 0.78 &
CH, 0.75 0.10
CH - 2
-c=c—ic-R CH; 1.08 =
X
(X=C or 0)
Aryl CH, 1.40 0.35
CH, 1.45 0.53
CH 1.33 ' y
~Cl CHy =+ 243 0.63 |
CH; 2.30 0.53. U
CH 2.55 0.03
—Br CH, 1.80 0.83
CH; 2.18 0.60-
CH 2.68 0.25
-1 CH; 1.28 1.23
CH,4 1.95 0.58
\ CH 2.75 0.00
~-0H CH, 2.50 0.33
CH, 2.30 0.13
CH 2.20 =
—OR (R is CH, 2.43 0.33
saturated) CH, 2.35 0.15
CH 2.00 -
0 0
I ] $
-0C-R, ~OC-OR, =OAr CHy 2.88 0.38
« CHy 298 0.43
CH 3.43 (esters only) -
i
--CR, where R is alkyl, CHy 1.23 0.18
aryl, OH, OR', i, CO, CH, 1.05 0.31
or N CH 1.05 -
—NRR' CH; 1.30 0.13
CH, 1.33 0.13
CH 1.33 -

8 Tomado de la tesis Doctoral de T.P. Curphey, Universidad de Harvard.

bpas posiciones standard son: CH3, 50.87, CH2,51.20; CH, §1.55

Tabla 17. Estimacion del desplazamiento de grupos -CHs, -CH2 y CH.
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Anexo 5.

Barrido_03_11_2022_15:02:14
03-nov.-2022 03:31 p. m.

Nombre del método: Barrido 03-nov.-2022
Método creado: 03-nov.-2022 02:59 p. m.
Método actualizado: 03-nov.-2022 02:59 p. m.

N.° serie del instrumento: 9A5X354048

Modelo instrumento: GENESYS 150

Version de paquete de software: 2.3

Firma:

Barrido:parametros de método
Intervalode  325.750 nm
lannitiidace da

Intervalo 2,0nm

Velocidad Rapida

653 /-0,001
666 /0,003

450

500

550
Longitud de onda

Figura 46. Barrido espectral para evaluacion de carotenoides.
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Anexo 6.

Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep4 | Average SD Ccv NaCl  Acetato N P Time Inten uv Temp +NaCl +Acetato -N -P Time Inten uv Temp
1 | 5994 5995 6,065 5990 6,011 0,036 0,006 1 1 1 -1 1 -1 1 -1 6,065 6,065 6,065 -6,065 6,065 -6,065 6,065 -6,065
2 5,921 5,981 5,897 5,826 5,906 0,064 0,011 -1 1 1 1 1 1 -1 1 -5,897 5,897 5,897 5,897 5,897 5,897 -5,897 5,897
3 4,777 4,779 4,764 4,734 4,763 0,021 0,004 1 <l 1 <Al <Al 1 1 1 4,764 -4,764 4,764 -4,764 -4,764 4,764 4,764 4,764
4 | 8952 8975 9,009 8,987 8,981 0,024 0,003 1 -1 -1 -1 1 1 -1 1 9,009 -9,009 -9,009 -9,009 9,009 9,009 -9,009 9,009
5 | 6601 6521 6,664 6,682 6,617 0,073 0,011 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 6,664 6,664 -6,664 6,664 -6,664 6,664 -6,664 -6,664
6 | 2801 2,793 2,801 2,797 2,798 0,004 0,001 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -2,801 -2,801 -2,801 -2,801 -2,801 -2,801 -2,801 -2,801
7 | 7381 7352 7363 7,373 7,367 0,013 0,002 -1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -7,363 -7,363 -7,363 7,363 7,363 -7,363 7,363 7,363
8 4,762 4,629 4,619 4,628 4,659 0,068 0,015 -1 1 -1 -1 1 1 1 -1 -4,619 4,619 -4,619 -4,619 4,619 4,619 4,619 -4,619
9 8,712 8,701 8,776 8,742 8,733 0,034 0,004 1 1 -1 1 -1 -1 1 1 8,776 8,776 -8,776 8,776 -8,776 -8,776 8,776 8,776
10 | 2,982 2,947 2,946 2,966 2,960 0,017 0,006 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 -2,946 2,946 2,946 -2,946 -2,946 -2,946 -2,946 2,946
11 4,171 4,168 4,167 4,174 4,170 0,003 0,001 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 4,167 -4,167 4,167 4,167 4,167 -4,167 -4,167 -4,167
12 4,539 4,644 4,551 4,538 4,568 0,051 0,011 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -4,551 -4,551 4,551 4,551 -4,551 4,551 4,551 -4,551
Efecto 1,878 0,385 -1,807 1,203 1,103 0,564 0,775 1,648
SS 42,339 1,781 39,189 17,354 14,597 3,821 7,217 32,578

Rank 27 1 25 11 9 2 5) 21

Rank 1 8 2 4 5 7 6 3

Tabla 18. Evaluacion de diferentes variables mediante cuantificacion de carotenoides.



Anexo 7.

NaCl N
-1 3 -1 0 -1 5
0 5 0 10 0 15
1 7 1 20 1 25
g per 1L g per 1L g per 1L
25¢g/L 175+75
Rep 1 Rep 2 Average/Promedio SD Cv
1 2,344 2,448 2,396 0,073 0,031
2 3,367 3,371 3,369 0,003 0,001
3 2,168 2,177 2,172 0,007 0,003
4 3,373 3,379 3,376 0,004 0,001
5 3,846 3,819 3,832 0,019 0,005
6 2,974 2,947 2,961 0,020 0,007
7 2,778 2,746 2,762 0,023 0,008
8 3,543 3,611 3,577 0,048 0,014
9 1,596 1,563 1,579 0,023 0,014
10 3,369 3,376 3,373 0,005 0,001
11 4,811 4,846 4,829 0,025 0,005
12 3,466 3,477 3,471 0,007 0,002
13 2,812 2,803 2,808 0,006 0,002
14 1,817 1,805 1,811 0,008 0,005
15 3,689 3,730 3,710 0,029 0,008

Tabla 19. Evaluacién de induccidén de variables quimicas por RSM.



Anexo 8.

ABS 1 653 666 470 CA CcB CT
1 0,187 0,240 0,960 2,383 2,368 2,642
2 0,195 0,300 0,900 3,264 1912 2,627
3 0,177 0,250 0,914 2,613 1,985 2,653
1 0,249 0,249 1,310 2,069 3,944 3,243
2 0,230 0,128 1,415 0,315 4,787 3,248
3 0,238 0,190 1,350 1,227 4,308 3,224
1 0,200 0,266 1,000 2,695 2,428 2,770
2 0,198 0,274 0,989 2,835 2,284 2,799
3 0,203 0,287 1,006 3,002 2,274 2,872

Rep 1 Rep2 Rep3 Average SD CVv
4 2,642 2,627 2,653 2,641 0,013 0,005
5 3,243 3,248 3,224 3,238 0,012 0,004
6 2,770 2,799 2,872 2,814 0,053 0,019

ABS 1 653 666 470 CA CB CT
1 0,199 0,100 0,870 0,104 4,262 1,302
2 0,190 0,098 0,851 0,139 4,041 1,341
3 0,188 0,100 0,835 0,185 3,964 1,315
1 0,200 0,112 0,968 0,285 4,154 1,757
2 0,188 0,100 0,946 0,185 3,964 1,768
3 0,190 0,090 0,963 0,014 4131 1,752
1 0,180 0,209 1,240 1,950 2,526 3,706
2 0,200 0,196 1,311 1,599 3,213 3,638
3 0,190 0,200 1,302 1,735 2,898 3,766

Repl Rep2 Rep3 Average SD CcVv
0 1,302 1,341 1,315 1,320 0,020 0,015
25 1,757 1,768 1,752 1,759 0,008 0,005
5 3,706 3,638 3,766 3,703 0,064 0,017

Tabla 20. Evaluacién de corroboracion de variables quimicas.



Anexo 9.

Tabla 21. Evaluacién de inductores fisicos con método Taguchi.

Temperatura Tiempo
30 1 12
37 2 18
45 3 24
34°C 24 h
Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4 Average/Promedio SD CVv
1 1,446 1,474 1,443 1,458 1,455 0,014 0,010
2 2,788 2,784 2,759 2,793 2.781 0,015 0,005
3 1,860 1,826 1,844 1,855 1,847 0015 0,008
4 1,406 1,417 1,415 1,420 1,415 0,006 0,004
5 3,916 3,988 3,904 3,980 3,047 0,043 0,011
6 2,703 2,660 2,714 2,712 2,697 0,026 0,009
7 1,470 1,489 1,482 1,472 1,478 0,009 0,006
8 1,488 1,442 1,481 1,496 1,477 0,024 0,016
9 1,459 1,455 1,451 1,446 1453 0,006 0,004



Anexo 10.

ABS 1 653 666 470 CA CB CT
1 0,229 0,129 1,290 0,338 4,748 2,757
2 0,230 0,123 1,299 0,237 4,843 2,746
3 0,200 0,112 1,240 0,285 4,154 2,867
1 0,162 0,100 1,500 0,376 3,261 4,398
2 0,159 0,107 1,449 0,507 3,101 4,273
3 0,164 0,099 1,501 0,346 3,326 4,368
Rep 1 Rep 2 Rep 3 Average/Promedio SD Cv
12 2,757 2,746 2,867 2,790 0,067 0,024
18 4,398 4,273 4,368 4,346 0,066 0,015

Tabla 22. Evaluacion de corroboracion de variables de tiempo.



Anexo 11.

Temperatura Tiempo Concentracion

-1 20 -1 10 -1 48

0 35 0 35 0 72

1 50 1 60 1 96

. Regession Equation in
Rep 1 Rep 2 Average/Promedio gUnco de qunits SD Ccv

1 14,327 14,092 14,209 17,736 0,166 0,012
2 12,959 12,564 12,761 15,875 0,279 0,022
3 17,893 17,323 17,608 17,899 0,403 0,023
4 18,707 18,214 18,461 20,826 0,349 0,019
5 14,396 14,787 14,592 15,523 0,277 0,019
6 13,691 13,818 13,754 12,845 0,090 0,007
7 14,031 13,992 14,012 17,864 0,028 0,002
8 12,881 12,966 12,924 15,463 0,060 0,005
9 17,904 17,361 17,632 17,899 0,385 0,022
10 15,501 15,273 15,387 16,119 0,161 0,010
11 12,963 13,001 12,982 12,625 0,027 0,002
12 12,606 12,488 12,547 15,697 0,083 0,007
13 18,755 18,226 18,491 20,946 0,374 0,020
14 12,888 12,735 12,811 15,293 0,108 0,008
15 17,899 17,345 17,622 17,899 0,392 0,022

Tabla 23. Evaluacidn de factores que afectan la extraccion de astaxantina.



Anexo 12.
ChemNMR 'H Estimation

Estimation quality is indicated by color: good, medium, rough
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Figura 47. Estimacion de la molécula de astaxantina en ChemNMR H.




1H NMR Coupling Constant Prediction

shift atom index coupling partner, ccnstant and vector
5.48 8
5.48 41
4.36 2
1 7.0 H-C-CH-H
4.36 35
34 7.0 H-C-CH-H
1.47 1 diastereotopic -12.4 H-C-H
2 7.0 H-CH-C-H
1.47 34 diastereotopic -12.4 H-C-H
35 7.0 H-CH-C-H
2.34 9
2.34 40
1.24 10
1.24 11
1.24 42
1.24 43
2.12 31
49 -1.0 H-CHZ>C=C>H
2.12 38
50 -1.0 H-CHZ>C=C>H
2.12 32
52 -1.0 H-CHZ2>C=C>H
2.12 39
51 -1.0 H-CHZ2>C=C>H
6.51 45
47 15.1 H>C=C>H
6.51 46
48 15.1 H>C=C>H
6.51 47
45 15.1 H>C=C>H
6.51 48
46 15.1 H>C=C>H
6.23 49
31 -1.0 H>C=C>CH2-H
6.23 50
38 -1.0 H>C=C>CH2-H
6.23 51
39 -1.0 H>C=C>CHZ2-H
6.23 52
32 -1.0 H>C=C>CH2-H
6.51 53
55 15.1 H>C=C>H
6.51 54
56 15.1 H>C=C>H
6.51 55
53 15.1 H>C=C>H
6.51 56
54 15.1 H>C=C>H
6.51 57
58 15.1 H>C=C>H
6.51 58
57 15.1 H>C=C>H

Tabla 24. Tabla de estimacion de desplazamiento y acoplamiento quimico de astaxantina.
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CH3 1.24 0.86 methyl
0.25 1 beta -C=C-C=0
0.05 1 beta -CC
0.05 1 beta -C
0.03 general corrections
CH3 1.24 0.86 methyl
0.25 1 beta -C=C-C=0
0.05 1 beta -CC
0.05 1 beta -C
0.03 general corrections
CH3 2.12 0.86 methyl
0.85 1 alpha -C=C
0.41 general corrections
CH3 2.12 0.86 methyl
0.85 1 alpha -C=C
0.41 general corrections
CH3 2.12 0.86 methyl
0.85 1 alpha -C=C
0.41 general corrections
CH3 2.12 0.86 methyl
0.85 1 alpha -C=C
0.41 general corrections
H 6.51 5.25 l-ethylene
1.24 1 -C=C gem
H 6.23 5.25 l-ethylene
0.02 1 -C=C cis
-0.28 1l -C trans
1.24 1 -C=C gem
H 6.23 5.25 l-ethylene
0.02 1 -C=C cis
-0.28 1 -C trans
1.24 1 -C=C gem
H 6.23 5.25 l-ethylene
0.02 1 -C=C cis
-0.28 1 -C trans
1.24 1 -C=C gem
H 6.23 5.25 l-ethylene
0.02 1 -C=C cis
-0.28 1 -C trans
1.24 1 -C=C gem
H 6.51 5.25 l-ethylene
1.24 1 -C=C gem
0.02 1 -C=C cis
H 6.51 5.25 l-ethylene
1.24 1 -C=C gem
0.02 1 -C=C cis
H 6.51 5.25 l-ethylene
0.02 1 -C=C cis
1.24 1 -C=C gem
H 6.51 5.25 l-ethylene
0.02 1 -C=C cis
1.24 1 -C=C gem
H 6.51 5.25 l-ethylene

Tabla 24. Tabla de estimacion de desplazamiento y acoplamiento quimico de astaxantina.
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Anexo 13.

o all-[E]-astaxanthin

Figura 48. Diferentes isomeros de astaxantina.
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